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Vorwort. 



Die vorliegende Abhandlung ist aus einem im „Biochemischen 
Centralblatt^S Band m, No. 1 erschienenen Sammelreferat „Die 
Gültigkeit des Massenwirkungsgesetzes bei der Bindung von 
Toxin und Antitoxin" hervorgegangen. Auf eine Anregung des 
HeiTU Geh. Medizinalrat Prof. Dr. P. Ehrlich habe ich mich 
entschlossen, den Inhalt dieses Referates in etwas breiterer Foim 
noch einmal darzulegen. 

Berlin, im Januai* 1905. 

Der Verfasser. 
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Einleitung. 



Dass das Antitoxin das Toxin „bindet^S ist heute zum All- 
gemeingut der wissenschaftlichen Medizin geworden. Doch hat 
es zu der sicheren Befestigung dieser Erkenntnis langer experi- 
menteller Arbeit bedurft. Was zunächst nach der Entdeckung 
des Diphtherie-Antitoxins durch Behring experimentell fest- 
gestellt werden konnte, war, dass das Antitoxin die Giftwirkung 
des Toxins auf den tierischen Organismus aufhebt. In welcher 
Weise dies geschehe, darüber gab es zwei Vorstellungen. Die 
«inen erklärten die Wirkung in der Weise, dass das Antitoxin 
auf die Zellen des Organismus einwirke und sie in irgend einer 
Weise derart beeinflusse, dass sie für die Giftwirkung des Toxins 
nicht mehr zugänglich seien. Die anderen nahmen nicht eine 
Beeinflussung der Eörperzellen an, sondern glaubten, dass das 
Antitoxin das Toxin selbst in irgend einer Weise zerstöre. Den 
wesentlichsten Anteil an der Klärung dieser Frage verdanken 
wir Ehrlich. Sein Gedankengang war folgender. Wenn die 
Wirkung des Antitoxins sich nicht auf den lebenden Organismus, 
sondern auf das Toxin richtet, so muss das Antitoxin auch ini 
Stande sein, etwaige Wirkungen eines Toxins ausserhalb des 
lebenden Organismus zu neutralisieren. Zur damaligen Zeit 
kannte man aber keine Wirkung eines Toxins, die sich ausserhalb 
des lebenden Organismus äusserte. Deshalb machte Ehrlich sich 
2ur Aufgabe, zunächst nach einer solchen zu suchen und den 
lebenden Organismus aus seinen Versuchen nach Möglichkeit aus- 
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zuschalten. Unter den eigentlichen, von Bakterien produzierten 
Toxinen fand sich nun zunächst keins, welches zu einem solchen 
Versuch geeignet war. Aber Ehrlich fand in dem Ricin (19) 
einen StoflT, welcher einerseits den Toxinen sehr ähnlich war,, 
andererseits sich für den geplanten Versuch eignete. Und so 
kann man die Versuche von Ehrlich über das Bicin als das 
eigentliche Fundament der Lehre von den Antikörpern bezeichnen^ 

Das Bicin ist ein in den Samen der Bicinuspflanze ent- 
haltenes, sehr heftiges Gift, welches in kleinsten Dosen nach 
subkutaner Injektion den Tod der Versuchstiere unter nervösen 
Erscheinungen wie Krämpfen, Atemlähmung und anderem heiTor- 
ruft. Dabei tritt die Giftwirkung des Bicins selbst nach Verab- 
reichung großer Dosen niemals akut, sondern immer erst nach 
Ablauf einer gewissen Inkubationszeit ein. Zeigt sich also schon 
hierin eine gewisse Ähnlichkeit des Bicins mit Bakterientoxinen,, 
so wird diese bis zur vollkommenen Ähnlichkeit durch die Ent- 
deckung von Ehrlich ergänzt, dass erstens die Versuchstiere nach 
Überstehung einer Bicinvergiftung eine spezifische Immunität 
gegen diese erlangen, und das zweitens das Blut der immunen 
Tiere Bicin-entgiftende Eigenschaften besitzt. 

Nun hatte aber Stillmark eine Wirkung des Bicins ge- 
funden, welche sich im Beagenzglas unter Ausschluss des lebenden 
Organismus zeigen liess. Das Bicin wirkt nämlich auf die roten 
Blutkörperchen agglutinierend. D. h. während in einer Auf- 
schwemmung von Blutkörperchen in physiologischer Kochsalz- 
lösung sonst die Blutkörperchen sich ruhig absetzen und auf den 
Boden der an sich farblosen Flüssigkeit senken, verklumpen sie 
unter der Wirkung des Bicins zu festen Ballen, welche auch beim 
Aufschütteln sich nicht wieder emulgieren lassen. Die giftige 
Wirkung des Bicins im Organismus beruht übrigens nicht auf 
dieser agglutinierenden Eigenschaft, da die Agglutination im 
Organismus selbst nicht eintiitt. 

Somit benutzte Ehrlich das Bicin als ein willkommenem 
Paradigma für ein Toxin, dessen Wirkung sich auch im Beagenz- 
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glase an roten Blutkörperchen zeigen Hess. Nachdem er also 
gefunden hatte, dass das Blutserum der gegen Bicin immunisierten 
Tiere einen Stoff enthält, welcher die giftige und tötliche Wirkung 
des Bicins auf den Organismus paralysiert, versuchte er nun- 
mehr, ob dieses Serum auch im Beagenzglase die agglutinierende 
Eigenschaft des Bicins auf Blutkörperchen vernichtete. Der Ver- 
such bestätigte die Erwartung. Und nun war die Möglichkeit 
gegeben, zunäcl\ßt einmal die quantitativen Beziehungen eines 
Toxins und Antitoxins viel genauer im Beagenzglase zu studieren, 
als es vordem im Tierversuch möglich war. 

Zwar hatte Ehrlich das Wesentliche der Bindungsverhält- 
nisse schon bei den Tierversuchen feststellen können. Es war 
zunächst die Tatsache, dass zur vollkommenen Neutralisation einer 
bestimmten Bicinmenge eine bestimmte Menge Anitiricin notwendig 
ist, die sich aufs genaueste feststellen lässt. Um die doppelte Bicin- 
menge zu neutralisieren, bedarf es genau der doppelten Menge 
Antiricin. Und so kann man nicht nur die einfache tötliche Dosis 
Bicin neuti'alisieren, sondern durch entsprechend gesteigerte Mengen 
Antiricin jedes beliebige Multiplum der einfach tötlichen Dosis. 
Die Beagenzglasversuche bestätigten zunächst, dass auch die 
agglutinierende Wirkung des Bicins durch das Antiricin nach 
genau entsprechenden Gesetzen, dem Gesetz der konstanten Pro- 
portionen, neutralisiert wird. Nicht nur die einfach agglutinierende 
Dosis lässt sich durch eine genau festzustellende Menge Antiricin 
neutralisieren, sondern auch jedes beliebige Multiplum der einfach 
agglutinierenden Dosis Bicin durch ein entsprechendes Multiplum 
Antiricin. 

In diesem Versuch hatte also ausserhalb des Tierkörpers die- 
selbe antitoxische Einwii'kung stattgefunden, wie im Tierkörper. 
Dadurch war bewiesen worden, daß die Wirkung des Antiricins 
nicht auf die lebende Zelle gerichtet ist, sondern auf das Bicin, 
und dass das Bicin und das Antiricin sich nach den gleichen 
Gesetzen bindet, wie eine Säure und eine Base. 

Immerhin war noch ein Einwand gegen diese Deutung 
möglich. Wenn zwar der lebende Tierkörper in diesen Versuchen 
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aasgeschaltet ist, so ist die lebende Zelle doch nicht ganz aus- 
geschaltet Denn als solche kann man die roten Blutkörperchen 
immer noch bezeichnen. Es war immerhin möglich, dass das 
Antiricin doch auf die roten Blutkörperchen wirkte und sie etwa 
in einen Zustand versetzte, dass sie nunmehr für die Wirkung 
des Bicins unempfänglich wurden. Das weitere Bestreben 
Ehrlich' s war daher, in diesen Versuchen die Wirkung selbst 
der Blutkörperchen mit Sicherheit auszuschalten. Eine derartige 
Yersuchsanordnung zu treffen, gelang zuerst Morgenroth. 

Zu den Stoffen, welche bei der Injektion im Organismus die 
Bildung eines Antikörpers hervorrufen, gehören nämlich auch 
manche Permente. Morgenroth (62) erkannte in dem Lab- 
ferment ein solches und gewann durch Injektion desselben bei 
der Ziege ein Serum, welches die geiinnungserzeugende Wirkung 
des Labfermentes auf Milch im Reagenzglase verhindeiiie. Auch 
hier bestätigte sich das Gesetz der multiplen konstanten Propor- 
tionen. Hiermit ist eine Versuchsanordnung geschaffen, bei der 
überhaupt jede Zelle ausgeschaltet ist und reine Flüssigkeiten 
aufeinander wirken. Es treffen nur die Case'inlösung, die Lab- 
lösung und das Antilab-Serum aufeinander. 

Später wurde dann noch ein zweites, sehr treffendes Beispiel 
einer im Reagenzglas direkt sichtbaren Wii'kung von Antikörpern 
an zellfreien Lösungen gefunden. Wie nämlich Tchistovitch 
(74) und Bordet (8) fanden, erzeugt der tierische Organismus 
auf die Injektion einer beliebigen Eiweisslösung hin einen Anti- 
körper, welcher seine Wirkung im Reagenzglas derart zeigt, dass 
er direkt einen Niederschlag mit der betreffenden Eiweisslösung, 
und nur mit dieser, gibt. Diese Eiweisspraecipitine sind ein noch 
treffenderer Beweis für die Anschauung, dass die Wirkung eines 
Antitoxins auf einer Bindung des Toxins beruht, als der Morgen- 
roth' sehe Antilabversuch. Denn bei diesem ist es immerhin noch 
möglich einzuwenden, dass das Antilab nicht auf das Lab, sondern 
auf das Casein wirke. Bei dem Praecipitinversuch treffen dagegen 
in der Lösung nur das Eiweiss und sein Antikörper, das Praecipitin, 
zusammen, und die Wii'kung kann nur auf einer Bindung beider 
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beruhen. Bei den Praecipitinen lässt sich andererseits wiederum 
in sehr einfacher Weise zeigen, dass die Wirkung des Anti- 
körpers nicht eine fermentative, sondern eine nach quantitativen 
Gesetzen vor sich gehende Bindung ist. Unter einer fermen- 
tativen Wirkung hätte man eine solche zu verstehen, bei der das 
Praecipitin durch die Erzeugung des spezifischen Niederschlages 
nicht verbraucht würde, sondern durch seinen blossen Eontakt 
katalytisch die Entstehung des Niederschlages erzeugte. Dagegen 
würde eine Bindung dadurch bewiesen, dass bei geeigneten 
Mengenverhältnissen der beiden reagierenden Stoffe beide aus der 
Lösung verschwinden und allein in dem Niederschlag enthalten 
sind. Die zweite Möglichkeit erwies sich nun als den Tatsachen 
entsprechend. Bei richtig getroffenen Mengenverhältnissen des 
praecipitablen Eiweisses und des Praecipitins enthält die von dem 
Niederschlag abgehobene klare Flüssigkeit weder praecipitables 
Eiweiss, noch Praecipitin, und beide sind zur Bildung des Nieder- 
schlages völlig verbraucht worden. 

Aus dieser Versuchsanordnung geht noch nicht mit Sicher- 
heit hervor, ob die Einwirkung des Antitoxins auf das Toxin auf 
einer einfachen Bindung oder auf einer Art von Zerstörung be- 
ruht. Von einer Zerstörung etwa in dem Sinne, wie ein Eiweiss- 
körper durch ein Ferment zerstört wird, kann keine Rede sein, 
denn dass das Antitoxin nicht wie ein Ferment wii'kt, ist schon 
vorhin auseinandergesetzt worden. In diesem Sinne muss also 
eine Zerstörung abgelehnt werden und die Annahme einer Bindung 
ist die näher liegende. Die Annahme einer Bindung wird aber 
dadurch noch bedeutend gestützt werden, wenn es gelingt, aus der 
Antitoxin-Toxin -Verbindung durch irgend welche Eingriffe die 
Komponenten wieder in Freiheit zu setzen. Dies ist nun in 
mehreren Fällen in der Tat gelungen. Zuerst stellte Calmette 
(11) fest, dass eine physiologisch neutralisierte Mischung von 
Schlangengift und Antitoxin durch geringe Erhitzung wieder giftig 
wird. Das Antitoxin ist leichter durch die Hitze zerstörbar als 
das Toxin und die Möglichkeit, in einem neutralen Gemisch 
das Antitoxin allein zu zerstören, beweist, dass die beiden Kom- 
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ponenten in nnverändertem Zustande sich nur gebunden, aber 
nicht zerstört hatten. Ein entsprechender Versuch rfihrt von 
Wassermann für das Toxin des Bacillus pyocyaneus her. Auch 
hier ist das Toxin widerstandsfähiger gegen die Erhitzung als das 
Antitoxin; es verträgt Siedehitze. 

Aber diese TreuDungsmethoden gelingen nur, wenn seit 
der Mischung der beiden Komponenten erst kurze Zeit verflossen 
ist. Wartet man länger ab, so gelingt es nicht mehr, diese 
Trennung durch Erhitzen oder sonst irgend wie herbeizuführen. 
Ober diesen Punkt werden wir später noch ausführlicher zu 
sprechen haben und es genügt uns vorläufig zum Beweis 
unserer Anschauung von der Bindung, dass es eben in be- 
sonders günstigen Fällen mitunter gelingt, durch die Trennung 
der Komponenten die Tatsache ihrer einfachen Bindung zu 
konstatieren. 

Wenn wir also die Ergebnisse der im wesentlichen von 
Ehrlich stammenden Versuche zusammenfassen, so würden wir 
diese etwa folgendermassen ausdrücken können. 

1. Die Wirkung des Antitoxins auf das Toxin geschieht ohne 
das Hinzutreten irgend einer Punktion des Protoplasma einfach 
als Reaktion zweier gelöster Stoffe. 

2. Die Einwirkung des Antitoxins auf das Toxin ist keine 
fermentative, sondern sie folgt stöchiometrischen Gesetzen, und 
zwar dem Gesetz der konstanten Proportion, d. h. wenn ein Teil 
Toxin durch a Teile Antitoxin neutralisiert wird, so werden n Teile 
Toxin durch n a Teile Antitoxin neutralisiert. 

Da nun im Laufe des letzten Jahrzehnts die Anschauungen 
über die quantitativen Verhältnisse derartiger Bindungen durch 
eine konsequente Anwendung des Massenwirkungsgesetzes sich 
gegen die fi-ühere, chemische Verwandtschaftslehre nicht un- 
erheblich geändert haben, so hat man letzthin den Versuch unter- 
nommen, die bei den einfachen chemischen Umsetzungen krystal- 
loider Stoffe gewonnenen Erfahrungen auf das neu entstandene 
Gebiet der Immunitätslehre zu übertragen. Wir wollen sehen, 
mit. welchem Recht. 
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Wenn man eine Anzahl reaktionsfähiger Stoffe im gas- 
förmigen oder gelosten Zustand zusammenbringt, so tritt eine 
chemische Reaktion ein, welche naturgemäss an irgend einem 
Punkt Halt machen muss. Während die ältere chemische Ver- 
wandtschaftslehre nun im allgemeinen „vollkommene Reaktionen" 
voraussetzte, also Reaktionen, welche erst beim völligen Auf brauch 
einer der Komponenten (der in äquivalent geringerer Menge vor- 
handenen) beendigt sind, hat sich durch die Untersuchungen der 
theoretischen Chemie herausgestellt, dass gerade das umgekehrte 
die Regel ist, dass also — keine sekundären Veränderungen vor- 
ausgesetzt — zunächst viele Reaktionen, wenn auch in ver- 
schiedenem Masse, unvollkommen sind, also schon an einem 
Punkte Halt machen, wo die Komponenten noch nicht aufgebraucht 
sind. Bei der Vermischung von 1 g Mol. Alkohol und 1 g MoL 
Säure entsteht also nicht 1 g Mol. Ester, sondern es stellt sich 
«in Gleichgewicht in dem System her, indem weniger als 1 g 
Mol. Ester entsteht und der übrigbleibende Anteil von Alkohol 
und Säure unverbunden nebeneinander in Lösung bleibt. Die 
Ursache davon ist, dass nicht nm* Alkohol und Säure das Be- 
streben haben, sich zu vereinigen, sondern auch der Ester das 
Bestreben hat, zu zerfallen. Die Reaktion ist reversibel. In 
Wirklichkeit tritt daher in einer Alkohol und Säure enthältenden 
Lösung niemals Ruhe ein, sondern stets bildet sich Ester, und 
stets zerfällt Ester. Die Geschwindigkeit, mit der eine Reaktion 
vorläuft, ist naturgemäss von der Konzenti*ation der reagierenden 
Stoffe abhängig. Man hat sich das so vorzustellen, dass in einer 
konzentiierteren Lösung die Moleküle bei ihren Bewegungen 
häufiger aneinander prallen und dass die Reaktionsgeschwindig- 
keit direkt davon abhängig ist, wie oft sich in der Zeiteinheit 
die reaktionsfähigen Moleküle unmittelbar berühren. Beim Ver- 
mengen von Alkohol und Säure wird sich daher zuerst viel 
Ester bilden und wenig zerfallen; ist aber erst mehr Ester ent- 
standen, so wird die Bildung von neuem Ester an Geschwindigkeit 
abnehmen und der Zerfall des schon gebildeten Esters an Ge- 
schwindigkeit zunehmen. So muss dieser Prozess schliesslich an 
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einen Punkt kommen, wo in jedem Zeitaugenblick gerade so 
viel Ester gebildet wird, wie zerfällt. Wir haben dann eine Art 
chemischen Gleichgewichtes in dem Gemisch. Dieses 
Gleichgewicht ist aber kein statisches, sondern ein dynamisches. 
Es herrscht in diesem Gleichgewichtszustands nicht Buhe, sondern 
ständige Bewegung hin und her, nur dass die Bewegung hin 
genau so gross ist wie die Bewegung her. Das Gesetz, welches 
über die Abhängigkeit der Beaktionsgeschwindigkeit von der 
Konzentration der reagierenden Stoffe, sowie von der Einstellung 
jenes dynamischen Gleichgewichtszustands handelt, heisst das 
Guldberg-Waagesche Massenwirkungsgesetz. Es geht 
schon aus dem Gesagten hervor, dass dieses nur für vollkommen 
reversible Prozesse gelten kann. Die für uns in Betracht 
kommende Form des Massenwirkungsgesetzes sagt nun aus, dasa 
im Gleichgewichtszustand der Ausdruck 

^i • Cg 



Cj . Cq 



eine Konstante ist, welche nur mit der Temperatur variiert. 

Es bedeuten hier c^, c, die Konzentrationen der 

verschiedenen Molekülgattungen, welche in der Anzahl n^ und 
a, derart miteinander reagieren, dass sie neue Molekül- 
gattungen in der Konzentration Cj^', Cg' in der Anzahl 

%', n,' bilden. 

Die Konstante ist die Dissoziationskonstante, weil sie 
über den Dissoziationsgrad einer dissoziierbaren Verbindung 
Aufschluss gibt. Bei Substanzen mit ^starken chemischen Affi- 
nitäten^ (z. B. einer starken Säure und starken Base) ist sie 
unmessbar klein, bei Substanzen mit schwächeren Affinitäten 
(Borsäm'e-NHg oder Alkohol-Essigsäure) ist sie von gut messbarer 
Grösse. 

Die theoretische Ableitung dieses Gesetzes kann nun auf 
zwei ganz verschiedene Weisen geschehen, erstens durch eine 
kinetische Betrachtung, zweitens nach van't Hoff auf thermo- 
dynamischer Basis. Die erstere ist nun eigentlich nicht als eine 
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strenge, mathematische Entwicklung des Satzes, sondern eher 
als eine mechanische Veranschaulichung desselben zu betrachten. 
Ihre Voraussetzung ist die vollkommene Reversibilität des Pro- 
zesses. Die zweite Entwicklung hält jeder Kritik stand, sie ist 
eine streng mathematische Ableitung, welche schliesslich auf die 
Gasgesetze zurückgeht Sie basiert ausser auf der Voraussetzung 
vollkommener Reversibilität darauf, dass nach van't Hoff ein 
in verdünnter Lösung befindlicher Stoff sich wie ein ideales Gas 
verhält, dass also vor allem pv = RT. Für Stoffe also, welche 
in ihrer Lösung diesem Gesetz nicht gehorchen, kann auch das 
Massenwirkungsgesetz nicht als bewiesen betrachtet werden. 

Es kann natürlich nicht meine Absicht sein, das Massen- 
wirkungsgesetz selbst hier zu entwickeln. Ich möchte für diesen 
Zweck auf das Lehrbuch der physikalischen Chemie von N ernst 
verweisen und hier nur noch einmal daran erinnern, welche 
Voraussetzungen diese Deduktionen erfordern, denn offenbar ent- 
behrt die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes für solche 
Fälle, in denen diese Voraussetzungen nicht zutreffen, der 
theoretischen Begründung. 

Nun hat man in jüngster Zeit versucht, das Massenwirkungs- 
gesetz auch auf die Reaktionen zwischen Toxinen und Antitoxinen, 
sowie Agglutininen, Praecipitinen, Haemolysinen anzuwenden. 
Wenn wir die Berechtigung dieser Anwendungsweise prüfen 
wollen, so werden wir zunächst untersuchen, ob diese Reaktionen 
in der Tat reversibel sind. 



Die Frage der Reversibilität. 

Wenn eine Verbindung reversibel sein soll, so werden wir 
das daran erkennen können, dass erstens beim Vermischen der 
beiden Komponenten die Reaktion nicht bis zum völligen Auf- 
brauch der Einen fortschreitet (nämlich der in äquivalent ge- 
ringerer Menge vorhandenen), sondern dass sie vor Erreichung 
dieses Zustandes Halt macht und nur einen Gleichgewichtszustand 
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erreicht. Zweitens werden wir prüfen müssen, ob die fertige Ver- 
bindung unter irgend welchen Bedingungen auch die rückwärtige 
Reaktion eingeht und sich wiederum bis zur Erreichung dieses 
Gleichgewichtszustandes von selbst in ihre Komponenten spaltet 
Die ersten Angaben, welche die Verbindungen dieser Art 
nach dem Prinzip der unvollständigen Beaktionen deuten, stammen 
von Eisenberg und Volk (31). Sie untersuchten die quanti- 
tativen Gesetze der Bindung des Agglutinius an die Bakterien. 
Ihre Arbeit schliesst sich an eine Beobachtung von Ehrlich und 
Morgenroth über die Bindung des hämolytischen Amboceptors 
an die roten Blutkörperchen an. Wenn man als die einfach 
lösende Dosis diejenige Menge von Amboceptor bezeichnet, die 
gerade hinreicht, um eine gegebene Menge von roten Blut- 
körperchen bei genügendem Komplementzusatz gerade zur Lösung 
2u bringen, so findet man, dass die roten Blutköi^perchen nicht 
nur im Stande sind, den Amboceptor-Gehalt einer Serummenge 
zu erschöpfen, wenn dieser die einfach lösende Dosis beträgt, 
sondern sogar dann, wenn er diese Dosis um ein vielfaches 
überschreitet. Die roten Blutkörperchen können also viel mehr 
Amboceptor binden, als zu ihrer Lösung notwendig ist. Eisenberg 
und Volk bestätigten nun im wesentlichen diesen Befund bei 
den Agglutininen. Die Bakterien können einer Agglutiuinlösung 
nicht nur soviel Agglutinin entreissen, als zu ihrer kompletten 
Agglutination gerade notwendig ist, sondern sehr erheblich viel 
mehr. Aber, was das wichtigste ist, unter keinen Umständen 
erschöpfen die Bakterien den Agglutiningehalt einer bestimmten 
Serummenge vollkommen, sondern es bleibt immer ein Teil 
ungebunden in Lösung, wie viel oder wie wenig Agglutinin das 
Serum auch enthält. Hier hätten wir also die Grundzüge einer 
unvollständigen Reaktion, welche nicht bis zum Aufbrauch des 
Agglutinins, sondern nur bis zur En*eichung eines Gleichgewichts- 
zustandes zwischen den Mengen des freien und des an die 
Bakterien gebundenen Agglutinins führt. Dasselbe geben 
Eisenberg und Volk nun auch für die Praecipitinreaktion an. 
Beim Vermengen von Praecipitin mit praecipitablem Eiweiss 
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werden nach ihnen niemals weder das Praecipitin noch die 
praecipitable Substanz völlig zur Bildung des Niederschlags auf- 
gebraucht, sondern immer bleiben von beiden Substanzen Beste 
unverbunden neben einander in Lösung. Den Best des Praecipitins 
könne man durch nachträglichen Zusatz von überschüssiger 
praecipitabler Substanz, und den Best der praecipitablen Substanz 
durch Hinzufügen von überschüssigem Praecipitin nachweisen. 

Was nun diesen letzten Punkt betiiflffc, so möchte ich gleich 
«rwähnen, dass den Autoren die Möglichkeit, eine sehr geringe 
praecipitable Substanz nachzuweisen, zugegeben werden muss; 
dass es mir dagegen nicht denkbar ist, sehr kleine Mengen von 
Praecipitin durch einen Überschuss von praecipitabler Substanz 
nachzuweisen. Denn jeder Praecipitinniederschlag wird durch 
einen Überschuss von praecipitabler Substanz wieder gelöst, und 
wenn nun von Anfang an gar so wenig Praecipitin vorhanden 
ist, dass daneben eine gewisse Menge praecipitabler Substanz in 
Lösung bleibt, dann entsteht durch noch mehr praecipitable Sub- 
stanz erst recht kein Niederschlag. 

Ähnliche Angaben über die Agglutininreaktion machen 
Landsteiner und Jagiö (47). Beim Zusammenbringen von 
Agglutinin mit den Bakterien stellte sich ein Gleichgewichts- 
zustand her, sodass nur ein Teil der agglutinierenden Substanzen 
an die Bakterien gebunden wurde, ein anderer in Lösung bleibt. 
Dieses Gleichgewicht ist von der Temperatur abhängig, insofern, 
dass bei steigender Temperatur weniger Agglutinin aufgenommen 
wird, bezw. aus der fei-tigen Verbindung mehr Agglutinin abge- 
spalten wird. 

Bei der Praecipitinreaktion hat die gegebene Deutung sich 
nicht überall halten können. Ich habe soeben angegeben, welche 
Bedenken ihr auf Grund der sicher festgelegten Gesetze über 
die Entstehung des spezifischen Niederschlages engegen stehen. 
So haben denn auch P. Th. Müller (64—66) eine derartige 
„amphotere^^ Mischung von Caseln und seinem Praecipitin nicht 
herstellen können, welche zu gleicher Zeit beide reagierenden 
Substanzen nebeneinander in Lösung enthalten hätte, und eben- 
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• 

sowenig ist es von Dungern gelungen, mit Octopuspraecipitin 
und mir für Pferde- oder Rinderserumpraecipitin ein solches 
Oemisch zu erhalten. Es kommt noch hinzu, dass von Dungern 
(16) eine Fehlerquelle aufgedeckt hat, welche die Möglichkeit 
einer solchen amphoteren Mischung zugibt, sie aber als scheinbar 
erweist und auf ganz andere Ursachen zurückführt, als die oben 
genannten Autoren. Während nämlich von Dungern im all- 
gemeinen auch bei der Injektion des Plasma zweier wirbellosen 
Tiere, Octopus vulgaris und Eledone moschata, beim Kaninchen 
Praecipitine erhielt, welche die Herstellung derartiger „amphoterer" 
Gemische nicht gestatteten, konnte er durch einen Kunstgriff 
solche erhalten. Das Praecipitin ist nämlich nicht eine einheit- 
liche Substanz, sondern besteht aus Paiiiialpraecipitinen. So 
enthält Octopuspraecipitin 

1. eine Komponente Po, welche nur auf Octopusplasmawii'kt; 

2. eine Komponente Poe, welche ausserdem auch auf 
Eledoneplasma wirkt. 

Fügt man nun zu Octopuspraecipitin reichlich Eledone- 
plasma hinzu, so wird Poe verbraucht, und die abzentrifugierte 
Flüssigkeit enthält nunmehr 

1. noch Eledoneplasma, 

2. die Praecipitinkomponente Po. 

Der Gehalt der Flüssigkeit an Eledoneplasma befähigt sie, 
mit neuem Octopuspraecipitin einen Niederschlag zu geben, 
gleichzeitig befähigt sie aber der Gehalt an Po, auch mit Oc- 
topusplasma einen Niederschlag zu geben. 

So kann es aber auch kommen, dass bei der Immunisierung in 
der ersten Zeit derselben, wo die praecipitable Substanz noch 
nicht ganz aus dem Blute verschwunden ist und das Praecipitin 
sich zu bilden schon begonnen hat, derai'tige, aufeinander gar 
nicht reagierende Fraktionen der praecipitablen Substanz und 
des Praecipitins nebeneinander in Losung sind, die eine „am- 
photere^^ Beaktion des Serums hervortäuschen, indem solches 
Serum sowohl mit Praecipitin, wie mit praecipitabler Substanz 
einen Niederschlag gibt. 
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Wenn somit die Beobachtungen der Autoren über die 
Existenzfälligkeit eines „amphoteren^' Zustands der Kritik noch 
durchaus zugänglich sind, so bleibt doch wohl für die Agglutinine 
bestehen, dass ihre Bindung nicht vollkommen ist, sondern nur 
zur Erreichung eines Gleichgewichtszustandes führt. 

Zweitens verlangten wii* zum Beweis der Reversibilität den 
Nachweis, dass die fertige Verbindung sich teilweise wieder in 
ihre Komponenten spaltet. Von einer fei-tigen, isolierbaren Ver- 
bindung kann man nun nicht in allen Fällen sprechen. In 
einem Gemisch von Diphtherietoxin und Antitoxin Hesse sich 
z. B. diese Verbindung auf keine Weise isolieren; wohl aber bei 
den Bindungen der haemolytischen Amboceptoren, der Agglutinine 
und Praecipitine. 

Für die Möglichkeit, die Blutkörperchen-Agglutinin-Ver- 
biudung wieder zu lösen, tritt ein Versuch von Morgenroth 
(60) als Beweis ein. Wenn man nämlich mit Amboceptoren 
beladene, gewaschene rote Blutkörperchen mit unpräparierten 
Blutkörperchen desselben Tieres vermischt, so tritt nach Hinzu- 
fügung des Komplements die Lösung nicht nur der beladenen, 
sondern auch der unbeladenen Blutkörperchen ein. Daraus kann 
man schliessen, dass der ursprünglich nur an die ersten Blut- 
körperchen gebundene Amboceptor sich von diesen zum Teil 
wieder losgelöst und an die zweiten gebunden hat. Offenbar 
geben die ersten Blutkörperchen kleine Spuren Amboceptor an 
die Flüssigkeit ab und nehmen die zweiten diese Spuren immer 
wieder auf, solange, bis die definitive Verteilung des genannten 
Amboceptors an alle Blutkörperchen eingetreten ist. Übrigens 
trat diese Verteilung nicht ein, wenn von Anfang an gleich 
Komplement zugefügt wurde; in diesem Falle unterlagen nur 
die ersten Blutkörperchen der Haemolyse. 

Aus diesen Versuchen geht jedenfalls hervor, dass die roten 
Blutkörperchen die Fähigkeit haben, einmal gebundenen Ambo- 
ceptor an die umgebende Flüssigkeit zu einem kleinen Teil 
wieder abzuziehen. 
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Ebenso gelang es Jost (40), ein entsprechendes Besultat 
mit Agglutinin-beladenen Typhusbazillen zu erhalten. Wenn er 
mit Agglutinin überladene, gewaschene Bazillen mit freien 
Bazillen mischte, so trat eine Agglutination der gesamten 
Bazillen ein. 

Landsteiner (46) zeigte femer, dass auch die Agglutinine 
von den Zellen, die sie aufgenommen haben, zum Teil wieder 
abgegeben werden können. Er zeigte dies sowohl für die 
Bakterien-, wie für die Erythrocyten-Agglutininverbindung. Wenn 
er agglutinierte Bakterien oder Blutkörperchen mit physiologischer 
Kochsalzlösung auswusch und nun wieder mit solcher versetzte, 
so liess sich in dieser nach einiger Zeit wieder freies Agglutinin 
nachweisen. Er konnte weiter zeigen, dass die Menge des 
wieder abgegebenen Agglutinins von der Temperatur abhängig 
ist derart, dass bei höherer Temperatur mehr abgegeben wird als 
bei niederer. Dieser umstand schien ganz besonders far die 
Anwendbai'keit des Massenwirkungsgesetzes zu sprechen. Aus 
den theoretischen Untersuchungen von van 't Hoff geht nämlich 
hervor, dass bei exothermischen Prozessen — also bei Prozessen, 
welche Wärme entwickeln — der definitive Gleichgewichts- 
zustand von der Temperatur in der Weise abhängig ist, dass die 
Dissoziation bei höherer Temperatur grösser ist als bei niederer; 
während es bei endothennischen Prozessen, also Prozessen, welche 
Wärme verbrauchen, umgekehi*t ist. Da es nun in hohem 
Masse wahrscheinlich ist, dass die Bindungen der Haptine zu 
den exothermischen Prozessen gehören, so schien die beobachtete 
Abhängigkeit des Gleichgewichtszustandes von der Temperatur 
um so mehr für die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes 
nach jeder Eichtung zu sprechen. Auch Langer (49) konnte 
dadurch eine Lösung von freiem Agglutinin erhalten, dass er 
eine agglutinierte Erythrocyten- Aufschwemmung einer Temperatur 
von 56® aussetzte. 

Die Dissoziierbai'keit des mit einem Eiweisspraecipitin er- 
haltenen spezifischen Niederschlages suchte L. Michaelis (57) 
nachzuweisen. Der Niederschlag wurde mit physiologischer 
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Kochsalzlösung und Zentiifugiereu gründlich gewaschen. Es 
zeigte sich nun, dass selbst nach gründlichstem Waschen die 
Flüssigkeit nach einiger Zeit immer wieder Spuren von gelöstem 
Eiweiss enthielt und, , mit frischem Praecipitin versetzt, immer 
wieder einen Niederschlag gab. Damit war bewiesen, dass der 
Niederschlag immer wieder Spuren von praecipitabler Substanz 
abzugeben vermag. Dagegen war es nicht möglich festzustellen, 
ob auch vom Praecipitin Spuren in Lösung gehen. Denn so 
fein auch die Empfindlichkeit der Praecipitinreaktion ist, um 
Spuren von praecipitabler Substanz nachzuweisen, so unempfind- 
lich ist sie, wenn es sich darum handelt, Spuren von Praecipitin 
aufzudecken. Denn benutzt man zu diesem Nachweis sehr 
kleine Mengen praecipitabler Substanz, so überschreitet man 
doch sehr bald die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion, weil in 
gar zu verdünnten Gemischen ein Ausflockung nicht mehr eintritt, 
und nimmt man grössere Mengen der praecipitablen Substanz, 
so erhält man sicher keinen Niederschlag, weil dieser bei einem 
relativen Überschuss an praecipitabler Substanz nicht zu Stande 
kommt. Aber immerhin ist doch wenigstens nach einer Seite hin 
die Spaltbarkeit des spezifischen Niederschlages gezeigt worden. 

Dies sind also Beispiele, welche wenigstens im Prinzip er- 
weisen, dass die Bindung von Haptinen reversibel sein kann» 
Nun schreiten wir in der Fragestellung fort, ob denn die Ein- 
stellung des Gleichgewichtes dem Guldberg-Waage' sehen 
Massenwirkungsgesetze folge. Zur Beantwortung dieser Frage 
werden wieder einige theoretische Erörterungen physikalisch- 
chemischer Natur erforderlich sein. 

Das Massenwirkungsgesetz gilt in seiner oben gegebenen 
Form zunächst nur für vollkommen homogene Gemische, 
also nur für den Fall, dass alle an der Reaktion beteiligten 
Stoffe in wirklich gelöstem Zustande (oder auch als Gase) zu- 
sammentreffen. Untersuchen wir daher zunächst, ob die Lösung 
eines Haptins als ein homogenes Gemisch aufzufassen ist. Alle 
Haptine sind, mag man sie nun für „Eiweiss" erklären oder 
nicht, jedenfalls coUoidale Körper. Das ergibt ihre ausserordent- 
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lieh geringe Diffusionsgeschwindigkeit durch Membranen. Nach 
den Messungen von Ärrhenins und Madsen ist diese an sich 
schon sehr geringe Diffundierbarkeit bei dem Diphtherie-Anti- 
toxin noch viel geringer als beim Diphtherie-Toxin. Daher wird 
sich unsere Fragestellung dahin zuspitzen, ob überhaupt coUoidale 
Lösungen als homogene Gemische zu beti*achten sind. Viele 
umstände sprechen dagegen. Gewisse colloidale Lösungen, die 
Metallsolen, werden nach Bredig direkt durch eine Verstaubung 
von feinsten Metallteilchen zwischen den Elektroden hergestellt, 
80 dass bei diesen von vorne herein klar ist, dass sie nicht eine 
homogene Lösung darstellen, sondern eine Suspension feinster 
Metallteilchen in Wasser. Nun ist es zwar nicht notwendig, 
die Eigenschaften der Metallsolen unmittelbar auch den eiweiss- 
artigen Lösungen zu vindizieren. Von den zahlreichen Methoden, 
mit denon diese Frage in Angriff genommen worden ist, scheint mir 
zur Klärung der Frage für den vorliegenden Zweck die einfachste 
und anschaulichste die ultramikroskopische Untersuchung zu sein. 
Während nämlich die Erfinder des ültramikroskops, Sieden- 
topf und Szigmondy sich im wesentlichen auf die Untersuchung 
der colloidalen Metalllösungen beschränkten, beobachtete Raehl- 
mann auch Eiweisslösungen mit dem ülti*amikroskop und fand, 
dass auch diese unter allen Umständen zahlreiche ultramikro- 
skopische Eiweissteilchen erkennen Hessen. L. Michaelis zeigte 
ferner, dass in einer Eiweisslösung nicht das gesamte Eiweiss 
in Form ultramikroskopischer Partikel vorhanden zu sein braucht, 
sondern dass ein anderer Teil des Eiweisses in einem anderen, 
dem ültramikroskop nicht zugänglichen Zustand, in einem Zustand, 
der sich der echten, homogenen Lösung anschliesst, vorhanden 
sei. Wieviel von dem Eiweiss jedesmal kömig, und wieviel 
gelöst vorhanden ist, hängt von vielen Bedingungen ab, z. B. 
vom Salzgehalt der Flüssigkeit. Jedenfalls stellt sich für jede 
Bedingung ein Gleichgewichtszustand zwischen den beiden Zu- 
standsphasen des Eiweisses, der körnigen und der gelösten, her. 
Wenn nun auch die Einzelheiten dieser Beobachtung noch näher 
untersucht werden müssen, so geht doch aus ihnen — und aus 
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anderen Beobachtongen — hervor, dass die Lösung eines eiweiss- 
artig kolloidalen Körpers nicht ein homogenes System darstellt 

Es ist nun keineswegs gesagt, dass das Massenwirkungs- 
gesetz nicht auch auf inhomogene Gemische anwendbar ist. Bei 
krystalloiden Stoffen kann man es, wenn auch in modifizierter 
Form, auch für inhomogene Gemische anwenden, wenn nämlich 
«ine oder mehrere der reagierenden Stoffe nicht in ihrer Gesamt- 
menge sich in Lösung befinden, sondern ein Teil als ,3oden- 
körper*' vorhanden ist. Das ist dann der Fall, wenn mehr von 
der Substanz zugegen ist, als sich in Wasser löst In diesem 
Fall ist die Einstellung des Gleichgewichtes von der Menge 
dieses Stoffes völlig unabhängig, weil die Konzentration desselben, 
auf die es allein ankommt, ja immer die gleiche, nämlich die 
gesättigte Lösung ist, solange überhaupt noch Bodenkörper vor- 
handen ist. Aber der suspendierte Anteil des Eiweisses entspricht 
nicht ohne weiteres dem „Bodenkörper*', weil er nicht nm* dann 
vorhanden ist, wenn die Lösung an ihm gesättigt ist, sondern 
unter allen Umständen und bei jeder Konzentration ein Teil des 
Eiweisses in suspendierter Foim vorhanden ist Hier kann also 
das Massenwirkungsgesetz in seiner ursprünglichen Form keines- 
wegs Gültigkeit haben, und die theoretische Grundlage für eine 
entsprechende Modifizierung desselben fehlt noch ganz. 

Aber denken wir uns selbst dieser Schwierigkeit enthoben 
und betrachten die Lösungen der Haptine als homogene Gemische, 
so gilt ja das Massenwirkungsgesetz in seiner oben gegebenen 
Form nur unter der Voraussetzung, dass das Produkt aus (os- 
motischem) Druck und Volumen eine konstante, nur von der 
Temperatur abhängige Grösse ist (pv = RT). Dies ist die 
Grundbedingung, auf der sich die van t' Ho ff 'sehe Ableitung 
aufbaut. Sie ist für ideale Gase längst bekannt unter dem 
Namen des Boyle-Mariotte'schen Gesetzes; sie ist far ver- 
dünnte echte Lösungen von van t'Hoff nachgewiesen. Aber für 
kolloidale Lösungen entbehrt dieses Gesetz jeder Begründung 
und ist theoretisch weder wahrscheinlich noch experimentell über- 
haupt der Prüfung zugänglich. 

Michaelis, Die Bindnngsgesetze. 2 
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Hiermit ist also gezeigt worden, dass selbst unter der An« 
nähme vollkommener Reversibilität der in Frage stehenden Re- 
aktionen erhebliche Bedenken entstehen müssen, ob und wieweit 
das Massenwirkungsgesetz hier Anwendung finden kann. Nun 
kommt aber hinzu, dass nicht einmal die Reversibilität voll- 
kommen ist, sondeni dass sie eine starke Beschränkung erleidet 
Es treten nämlich bald nach der Vereinigung eines Haptins mit 
seinem Antikörper sekundäre Veränderungen ein, welche die Re- 
versibilität aufheben ; die Bindung wird, nachdem sie eingetreten 
ist, durch sekundäre Prozesse „gefestigt*'. 



Die sekundäre Festigung der Bindung. 

Die ersten Angaben über sekundär eintretende Veränderungen 
von Toxinbindungen, welche die Trennung des Toxins verhindern^ 
stammen schon aus einer Zeit, wo man noch nicht daran dachte, 
das Massenwirkungsgesetz auf diesem Gebiete anzuwenden. Es 
war um die Zeit, da infolge der Arbeiten von Ehrlich eine 
Austitrierung des Schutzwertes der antitoxischen Sera möglich 
geworden war, als Dönitz (13, 14) auf experimentellem Wege 
festzustellen suchte, wieviel Antitoxin man brauchte, um ein mit 
einer gegebenen Menge Toxin vergiftetes Tier zu retten, wenn 
man ihm das Antitoxin vor, gleichzeitig mit und nach dem 
Toxin gab. Zunächst untersuchte er das Tetanusgifb, dann das 
Diphtheriegift. Es zeigte sich nun, dass das Versuchstier, wenn 
es mit einem Multiplum der einfach tötlichen Dosis des Toxins 
vergiftet wurde, durch die berechnete Menge Antitoxin dann 
glatt geschützt werden konnte, wenn das Antitoxin vor oder 
gleichzeitig mit dem Toxin injiziert wurde. Wurde dagegen das 
Antitoxin nur wenige Minuten später als das Toxin injiziert, so 
war schon eine bedeutend grössere Menge Antitoxin notwendig, 
um den Eintiitt der Vergiftung zu verhindern. So fand er z. B^ 
dass beim Tetanusversuch beim Kaninchen die zum Schutze not- 
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wendige Dosis des Antitoxins gegenüber einer stets gleichen 
Menge Toxin selbst bei intravenöser Injektion des Antitoxins sich 
innerhalb einer Stunde um das 24 fache vermehrte. Nach einer 
gewissen Zeit war es durch keine noch so hohe Antitoxindosis 
mehr möglich, die Qiftwirkung aufzuhalten. 

Man muss nun annehmen, dass das Toxin sich ebenso wie 
im Beagenzglas an das Antitoxin, so im Organismus an die 
empfindliche Zelle bindet. Auf dieser Annahme beruht ja die 
Ehrlich'sche Theorie von der Entstehung und dem Wesen der 
Antitoxine. Diese Annahme wird dadurch bewiesen, dass in- 
jiziertes Toxin kurze Zeit nach der Injektion aus dem Blute ver- 
schwunden ist und doch in keinem Se- oder Exkret des Körpers 
wiedergefunden wird; da es nun auch nicht zerstört ist — denn 
es entfaltet ja noch seine Wirkung — so bleibt keine andere 
Annahme übrig, als dass es von den empfindlichen Zellen (mög- 
licherweise auch ausserdem noch von anderen Köiperzellen, die 
unter seiner Giftwirkung nicht leiden) gebunden ist. Diese 
Annahme wurde durch den Versuch von Wassermann, der die 
Bindungsföhigkeit der Gehirnsubstanz für Tetanusgift direkt ex- 
perimentell erwies, zur Gewissheit erhoben. So kann also die 
Verbindung der lebenden Zellsubstanz mit dem Toxin durchaus 
verglichen werden mit der Toxin -Antitoxinverbindung. Die 
Dönitz 'sehen Versuche ergeben also, in diesem Sinne gedeutet^ 
folgendes: Ist seit der Vereinigung von Zellsubstanz und Anti- 
toxin erst kurze Zeit vei-flossen, so ist es noch möglich, durch 
eine entsprechend vergrösserte Dosis von Antitoxin diese Bindung 
zu zerlegen, das Toxin der Zelle zu entreissen und an das Anti- 
toxin zu binden. Ist aber eine längere Zeit verflossen, so ist 
die Bindung der Zellsubstanz mit dem Toxin eine definitive, un- 
zerlegbare geworden und kann selbst durch sehr grosse Dosen 
Antitoxin nicht mehr zerlegt werden. 

Diese Deutung ist, was das Tetanustoxin betrifift, heute nicht 
mehr vöUig zutreflFend. Wie nämlich inzwischen Meyer und 
Sansom bewiesen haben, wird das Tetanustoxin im Organismus 
nicht auf dem Wege der Zirkulation, sondern durch die Nerven- 

2* 
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bahnen resorbiert, während das Tetanusantitoiin den gewöhnlichen 
Weg durch die Blutbahnen geht Die mangelnde Schutzwirkung 
des Antitoxins im Körper bei nachträglicher Injektion kann also 
darauf beruhen, dass bei den verschiedenen Besorptionswegen 
das Toxin und das Antitoxin gar nicht zusammentrifft Aber 
bei dem Diphtherieversuch ist ein solcher Einwand nicht möglich, 
und dieser kann deshalb als die erste Grundlage der Lehre von 
der IiTeversibilität der Toxinbindungen betrachtet werden. 

Für diese Frage ist auch ein Versuch von Martin und 
Cherry (56) zu verwerten, der allerdings zu einer Zeit gemacht 
wurde, als die uns interessierende Fragestellung noch nicht ge- 
geben war, aber gerade deshalb vielleicht um so objektiver ist 
Schon oben hatten wir erwähnt, dass es Galmette (11) gelungen 
war, ein physiologisch neutrales Gemisch von Schlangengift und 
Antitoxin dadurch wieder giftig zu machen, dass er es auf 68 ^ 
erhitzte. Wir hatten daraus geschlossen, dass das Toxin durch 
das Antitoxin nicht zerstört, sondern nur gebunden worden ist 
Martin und Cherry fanden nun, dass dieser Versuch nur dann 
gelingt, wenn das Gift und das Antitoxin erst sehr kurze Zeit 
vorher mit einander vermischt worden sind. Wai-tet man dagegen 
16 Minuten nach der Mischung, so wird durch Erhitzen die 
Giftigkeit nicht wieder hergestellt Nach unserer heutigen Kennt- 
nissen können wir daraus entweder schliessen, dass die anfanglich 
lockere Bindung sehr bald eine Festigung erfährt, welche eine 
Trennung der Komponenten unmöglich macht, oder aber, dass 
zu Anfang die beiden Komponenten überhaupt noch nicht ge- 
bunden, sondern einfach neben einander in Lösung waren. Wir 
werden später sehen, dass wir jede der beiden Deutungen in 
Betracht ziehen müssen. Im ersten Fall könnten wir den Versuch 
als Beweis für die Irreversibilität ohne weiteres benutzen. Aber 
auch im zweiten Fall wäre der Versuch in unserem Sinne zu 
verwerten. Denn da das reine Antitoxin durch die Erhitzung 
zerstört wird, so müsste jedenfalls bei der Erhitzung das Gift 
wieder frei werden, ob es nun vorher kürzere oder längere Zeit 
mit dem Antitoxin in Berührung gewesen ist Ähnliches fanden 
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Martin und Gherry bei Filtrationsversuchen. Das freie Schlangen- 
gift (von Hoplocephalus curtus) lässt sich nämlich durch 
ein Oelatinefilter unter Druck filtrieren^ das freie Antitoxin dagegen 
nicht. Ein Gemisch von Gift und Antitoxin müsste sich nun, 
wenn man die Beaktion zwischen Toxin und Antitoxin als eine 
reversible betrachtet, so verhalten, dass zunächst der ungebundene 
Anteil des Toxins durch das Filter entweicht; sobald aber dieser 
verschwunden ist, müsste sich sofort durch Dissoziation der Ver- 
bindung ein neues Gleichgewicht herstellen, wodurch wiederum 
Toxin frei wird, welches nun wiederum entweicht, und so fort. 
Kurz, wenn die Reaktion reversibel ist, so muss man durch 
diesen Filtrationsversuch schliesslich das ganze Toxin vom Anti- 
toxin trennen können. Der Versuch zeigte aber, dass aus dem 
Gemisch von Gift und Antitoxin gar kein Toxin durch das Filter 
entweicht. Damit ist deutlich gezeigt, dass die Verbindung nicht 
dissoziiert wird. 

Ähnlich ist auch ein Reagenzglasversuch von Madsen (50) 
zu verwerten. Er arbeitete mit dem Tetanolysin, einem im 
Tetanusgift enthaltenen, von Ehrlich aufgefundenen haemoly- 
tischen Gifte. Durch Injektion desselben bei Tieren erhält man 
ein Antitetanolysin, welches also im Reagenzglas die haemoly- 
tische Wirkung des Tetanolysins aufhebt. Madsen bestimmte 
nun zunächst diejenige Dosis Antitetanolysin, welche notwendig 
ist, um bei gleichzeitigem Zusatz desselben zu den Blutkörperchen 
eine gegebene Menge Tetanolysin gerade zu paralysieren. Wenn er 
nun das Antitetanolysin nicht gleichzeitig mit dem Tetanolysin 
den Blutkörperchen zusetzte, sondern einige Minuten später (ein 
Versuch, der dadurch ermöglicht wird, dass die lösende Wirkung 
des Tetanolysins erst einige Zeit nach dem Zusatz zu den Blut- 
körperchen beginnt), so brauchte er eine erheblich grössere 
Menge Antitetanolysin zum vollkommenen Schutze; z. B. nach 
30 Minuten schon die fünffache Menge. Über diese Zeit hinaus 
liessen sich die Versuche nicht ausdehnen, weil danach schon 
die lösende Wirkung des Giftes beginnt und von einem Schutz- 
versuch dann nicht mehr die Rede sein kann. 
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Später stellte Madsen mit dem Diphtheriegift ein dem 
Martin- Cherrj'schen Filtrationsversuch vergleichbares Experi- 
ment an, welches ein sehr treffender Beweis für die Irreversibilität 
der Bindang ist, wenn auch Madsen selbst dies nicht anerkannt 
hat. Wenn man nämlich eine freie Toxinlösung mit erstarrter 
Gelatinelösung zusammenbringt, so diffundiert allmählich das 
Toxin in die Gelatine hinein. Freies Antitoxin diffundiert auch, 
aber sehr viel langsamer. Dementsprechend zeigte sich nun 
zunächst, dass aus einem frischen Toxin- Antitoxingemisch freies 
Toxin in die Gelatine hineindiffundiei*t. Dagegen aus einem 
älteren Gemisch war das Toxin durch Diffusion nicht mehr vom 
Antitoxin zu trennen. 

Auch far die Praecipitinbinduug liegen mehrere Angaben 
vor, welche die unvollkommene Reversibilität beweisen. Nach 
V. Dungern (16) konnte aus dem Praecipitinniederschlag die 
Abspaltung von Praecipitin überhaupt nur noch 15 Minuten nach 
der eingetretenen Bindung nachgewiesen werden, in einem anderen 
Fall zwar noch nach 24 Stunden, aber nur in sehr beschränktem 
Masse. Bei Pferdeserum-Praecipitat konnte L. Michaelis (58) 
die Zerlegbarkeit der Verbindung zwar nachweisen, jedoch in 
einem ausserordentlich beschränkten Masse, und es liess sich 
nur die nachträgliche Abspaltung der praecipitablen Substanz, 
nicht des Praecipitins, erweisen. 

Derselbe (58) beobachtete auch auf andere Weise die 
Irreversibilität der Praecipitinbindung. Wenn ein Praecipitin 
auf ca. 70 ® erhitzt wii'd, so verliert es seine fallende Eigenschaft, 
behält aber seine Bindungsfähigkeit an die praecipitable Substanz 
bei, indem es mit dieser eine lösliche Verbindung eingeht. 
Diese Tatsache ist von Bisenberg, Landsteiner und Kraus 
gefunden worden und ist eine analoge Veränderung wie die der 
Toxine in die Toxoide nach Ehrlich, wovon sogleich ausführ- 
licher die Rede sein wird. Dementsprechend hat das durch die 
Erhitzung modifizierte Praecipitin den Namen „Praecipitoid" 
erhalten. Seine Wirkung macht sich dadurch geltend, dass 
es, wenn es gleichzeitig mit unverändertem Pi-aecipitin dem 
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praecipitablen Eiweiss zugesetzt wird, die fällende Wirkung des 
Praecipitins aufhebt. Es hat also eine mindestens gleiche, eher 
noch höhere Avidität zum praecipitablen Eiweiss als das Prae-^ 
cipitin selbst. Man sollte daher annehmen, wenn alles nach den 
Gesetzen der physikalischen Chemie ginge, dass der Niederschlag, 
der eine Verbindung des Praecipitins mit dem Eiweiss darstellt, 
durch eine genügend grosse Menge von Praecipitoid zerlegt 
werden müsste. Wenn überhaupt das Praecipitin von der prae- 
cipitablen Substanz nach einmal eingetretener Bindung wieder 
vollkommen von ihm trennbar ist, so müsste das Pi'aecipitoid 
die praecipitable Substanz des Niederschlags an sich reissen und 
die lösliche Verbindung eingehen. In der Tat wollen Eisenberg 
und Volk diesen Vorgang auch beobachtet haben. Michaelis 
konnte dies aber nicht bestätigen. Wenn man den Niederschlag 
selbst mit grossen Mengen Praecipitoid wieder aufschüttelt, so 
geht er nicht wieder in Lösung, es wird nur seine Sedimentierung 
verlangsamt. 

Das am genauesten studierte Objekt, welches sich inbezug 
auf die Bindungsverhältnisse äusserst kompliziert verhält, ist 
a.ber das Diphtherietoxin und -Antitoxin. Dieses bot dem 
Verständnis die allergrössten Schwierigkeiten, und nur durch die 
scharfsinnige Methodik von Ehrlich ist Licht in diese Dinge 
gebracht worden. Schon oben war von den fehlgeschlagenen 
Versuchen die Rede, welche die Verbindung des Diphtherietoxins 
und -Antitoxins durch Filtration oder DüBfusion trennen wollten. 
Ehrlich erstreckte seine Arbeiten auf Tierversuche, indem er 
verschiedene Toxin- Antitoxingemische herstellte und ihre Toxizität 
bestimmte. Zunächst ging er unter Zugimndelegung des Gesetzes 
der multiplen konstanten Proportionen von der Annahme aus, 
dass die Toxizität eines solchen Gemisches einfach proportional 
der zugesetzten Antitoxinmenge abnehmen müsste. Dies stellte 
sich jedoch als nicht zutreffend heraus. t)ie Ursache dieser Ab- 
weichung ist nun der Gegenstand einer sehr interessanten Debatte 
geworden. Bevor ich auf die Einzelheiten eingehe, möchte ich 
die beiden Erklärungsversuche in knappen Worten einander gegen- 
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Überstellen, um so za zeigen, worum sich der Streit dreht. 
Ehrlich gibt als Ursache für jenes sonderbare Verhalten der 
Toxin-Antitoxingemische folgendes an: Das Diphtheriegift 
enthält ausser dem eigentlichen Toxin noch andere,^ 
an das Antitoxin bindungsfähige Stoffe, welche nicht 
oder nur in geringem Grade giftig sind. Auf der anderen 
Seite erklären Arrhenius und Madsen alle von dem einfachen 
Gesetze abweichenden Verhältnisse dadurch, dass das Toxin und 
das Antitoxin sich nur unvollkommen, bis zur Erreichung einea 
Gleichgewichtsznstandes binden, welches sich nach dem Guldberg- 
Waage 'sehen Massenwirkungsgesetz einstellt. Sehen wir nun, 
auf welche Weise diese beiden entgegengesetzten Meinungen 
dazu herangezogen werden können, um die verwickelten Bindungs- 
verhältnisse des Diphtherietoxins zu erklären. 

1. Die Ehrlich'sche Theorie der Toxine und Toxone. 

Gelegentlich der Wertbestimmung der Heilsera hat Ehr- 
lich (20) eine Beobachtung gemacht, welche der Ausgangspunkt 
einer grossen Reihe neuer Befunde geworden ist. Die ei-sten 
Beobachtungen dieser Art stammen schon aus dem Jahre 1893,. 
wo Ehrlich die Immunisierungsversuche mit Tetanusgift machte. 
Gelegentlich hatte er einmal eine Tetanusbouillon mit Schwefel- 
kohlenstoff behandelt und dabei beobachtet, dass dabei rasch eine 
so gut wie vollkommene Entgiftung der Bouillon eintrat. Wurde 
diese fast ungiftige Bouillon Mäusen injiziert, so erlangten diese 
relativ rasch, schon nach 8 Tagen, eine Grundimmunität gegen 
Tetanus, welche durch unverändertes Gift wegen der enormen 
Ge^rlichkeit desselben nur schwierig und nach langer Zeit zu 
erhalten ist. Weitere Versuche lehrten ihn, dass dieses ab- 
geschwächte Gift im Reagenzglas noch ebenso befähigt ist, daa 
Antitoxin zu binden, wie frisches Gift. Er schloss daraus, dasa 
das Gift in eine ungiflige, aber noch mit dem spezifischen Bin- 
dungsvermögen begabte Modifikation umgewandelt sei. Später 
machte er beim Diphtheriegift eine entsprechende Beobachtung. 
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Das Diphtheriegift in Form der sterilen Diphtheriebazillen-Bonillon 
erleidet beim längeren Aufbewahren spontan eine Abschwächnng 
der Giftigkeit, behält aber sein Bindungsvermögen für das Anti* 
toxin beL Daraus ergibt sich, dass die Antitoxin-bindende Eigen- 
schaft des Diphtheriegiftes trennbar ist von seiner Gifteigenschaft. 
Ehrlich denkt sich daher an dem Molekül des Toxins sowohl 
eine haptophore wie eine toxophore Gruppe. Bei der spon- 
tanen Abschwächnng des Diphtheriegiftes ist nur die toxophore 
Gruppe geschädigt worden. Solclie Toxine, die noch bindungs- 
fähig sind, aber die Wirksamkeit ihrer toxophoren Gruppe ein- 
gebüsst haben, nennt er nun ganz allgemein Toxoide. Da die 
Erzeugung der Antikörper aber nur durch die Bindung der hapto- 
phoren Gruppe an die Zellrezeptoren ausgelöst wird, so haben 
die Toxoide die Fähigkeit beibehalten, den Körper zm* Antitoxin- 
bildung bei der Injektion zu veranlassen. 

Die Diphtheriegifte, wie sie aus den Kulturen der Bazillen 
gewonnen werden, erwiesen sich nun durchweg nicht als reine 
Toxine, sondern zeigten Eigenschaften, welche auf die gleichzeitige 
Gegenwai't von Toxoiden hindeuteten. Das Grundphaenomen werden 
wir erst beschreiben können, wenn wir einige Definitionen gegeben 
haben werden. Diese sind: 

1. Lq (sprich: L null) bedeutet diejenige Menge eines Boh- 
giftes, welche durch eine (auf willkürlichen Massen beruhende, 
ein für allemal festgesetzte) Einheit des Antitoxins („eine Im- 
munisierungseinheit", „I. E.") gerade eben völlig entgiftet wird. 

2. Lf (sprich: L Tod) bedeutet diejenige Menge eines Roh- 
giftes, welche mit einer Immunisierungseinheit vermischt, sich 
physiologisch gerade so verhält, wie eine einfache tötliche Gift- 
dosis; d. h. wie diejenige Menge Gift, welche ein Meerschweinchen 
von 250 g Gewicht in 3 — 4 Tagen tötet. 

Lägen nun die Verhältnisse ganz einfach, so müsste man 
aus Lq durch Hinzufügen einer d. 1. (dosis letalis) des Giftes 
Lf machen können, oder anders ausgedrückt, es müsste 

Lt — Lo = ldl 
sein. 



26 Michaelis: Die Bindungsgesetze von Toxin und Antitoxin. 

Die Erfahrung lehrte aber, dass stets 

Lt-Lo>ldl 

ist, meist sogar sehr beti'ächtlich viel grösser. Wenn man also 
in dem physiologisch indifferenten Gemisch L^ eine tötliche 
Dosis Gift hinzufügt, so wird diese gleichsam verschluckt, und 
erst eine viel gi'össere Menge Gift wirkt so, wie eine isolieiiie 
tötliche Dosis wirken würde. 

Diese Erscheinung erklärte Ehrlich nun durch das Vor- 
iiandensein von Toxoiden in dem Rohgift. Man denke sich z. B., 
dass in dem Bohgift auf je 100 Einheiten Toxin 100 Einheiten 
des weniger giftigen Toxoids kommen. Dann wird man 200 
Antitoxineinheiten hinzufügen müssen, um das Gift vollkommen 
abzusättigen, um also ein physiologisch völlig unwirksames Ge- 
misch zu erhalten. Nun mache man ein anderes Gemisch, welches 
mehr Gift enthält — also etwa 101 Einheiten Toxin und dem- 
entsprechend auch 101 Einheiten Toxoid — aber die gleiche 
Menge Antitoxin wie oben, also 200 Einheiten. Wie werden sich 
nun diese 200 Antitoxineinheiten auf die 202 Gifteinheiten ver- 
teilen? Zwei Einheiten müssen ungebunden übrig bleiben, und 
es kommt jetzt darauf an, ob diese Toxin oder Toxoid sind. Das 
hängt nun von der Stärke der Affinität ab, welche einerseits 
das Toxin, andererseits das Toxoid zum Antitoxin hat Ist 
die Avidität des Toxoids gi-össer als die des Toxins, so wird 
zunächst alles Toxoid gebunden, und es werden zwei Einheiten 
Toxin frei bleiben. Ist aber die Avidität des Toxoids kleiner 
als die des Toxins, so werden umgekehrt zwei Einheiten 
Toxoid jfrei bleiben, und alles Toxin wird gebunden. Das über- 
schüssig zugefügte Toxin wird sich also nicht bemerkbar machen. 
Erst wenn soviel Bohgift im Überschuss zugefügt ist, dass das 
Antitoxin nicht mehr ausreicht, um trotz Freisetzung alles 
Toxoids das Toxin nicht mehi* zu binden, dann erst wird 
freies Toxin in dem Gemisch auftreten. Hat dieses den Wert 
einer einfach tötlichen Dosis erreicht, dann erst haben wir den 
Wert Lf. 
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Die Erfahrungstatsache 

Lt— Lo>ldl 

wird also durch die Annahme von Toxoiden erklärt, wenn man 
gleichzeitig annimmt, dass diese eine geringere Avidität zum 
Antitoxin haben, als das Toxin. 

Um nun gleich in einem Wort anzudeuten, ob diese Avidität 
«ines Toxoids zu dem Antitoxin kleiner, gleich oder grösser ist 
als die des Toxins, unterscheidet Ehrlich — zunächst rein be- 
grifflich — die Toxoide in Epitoxoide, Syntoxoide und Pro- 
toxoide. Die Tatsache, dass 

Lt — Lo>ldl 

ist, lehrt also zunächst das wirkliche Vorhandensein von Epi- 
toxoiden in dem Rohgift, während über die etwaige Existenz 
anderer Toxoide noch nichts ausgesagt wird. 

Der Gehalt der verschiedenen, zu verschiedenen Zeiten 
untersuchten Bohgifte an diesem Epitoxoid erwies sich nun als 
ausserordentlich verschieden. Einen Massstab für seine Menge 
erhält man durch Bestimmung der Differenz L| — Lq. Ist diese 
gleich einer tötlichen Dosis, so ist der Gehalt des Giftes an Epi- 
toxoid = 0, und je grösser er wird, um so mehr Epitoxoid muss 
das Gift enthalten haben. So erhielt Ehrlich in seinen ersten 
Untersuchungen für diese Differenz niemals den Wert 1 d. 1., 
sondern z. B.: 7; 10; 5,g; 6; 10; 17 u. a., bis zu 28 d. 1. 

Während also die Bestimmung des Wertes Lf — L^ uns 
einen Aufschluss über den Gehalt des Giftes an Epitoxoiden gibt, 
wird die Existenz und die Menge der Syn- und Protoxoide aus 
einer anderen Versuchsanordnung erschlossen. Diese Versuchs- 
anordnung sind die von Ehrlich (21) sog. „partiellen Ab- 
sättigungsversuche". Sie bestehen darin, dass eine bekannte 
Menge Gift, und zwar entweder die Dosis L^ oder Lf, nicht 
mit der gesamten Immunitätseinheit, wie in den vorigen Ver- 
suchen, sondern nur partiell, mit wechselnden Bruchteilen der- 
selben versetzt wird, sodass ein Teil des vorhandenen Giftes 
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nngebnnden in Lösung bleiben muss. Wieviel Oift wirklich im 
ungebundenen Zustand in einem solchen Gemisch übrig bleibt, 
kann man durch die Bestimmung der „Toxicität^^ dieses Gemisches 
ermitteln, und die Toxicität kann man dadurch messen, dass 
man bestimmt, wieviel ccm des Gemisches gerade den Effekt 
einer tötlichen Dosis haben. 

Die Beschreibung dieser Ehrlich'scben partiellen Absätti- 
gungsversuche ist nun eine etwas komplizierte Sache. Wir 
müssen dazu etwas weiter ausholen. 

Als Einheit des Giftes war bekanntlich die tötliche Dosis 
für das Meerschweinchen, d. L, angenommen worden. 

Als Einheit des Antitoxins war diejenige Menge angenommen 
worden, welche 100 solcher tötlicher Dosen des damals will- 
kürlich gewählten Giftes neutralisiert, = 1 Immunitätseinheit, 
I. E. Als fernere Einheit kleineren Massstabes kann man nun die 
Bindungseinheit, B. E., annehmen, diejenige Menge, welche 
die einfache tötliche Dosis — nicht des wirklich erhältlichen Roh- 
giftes — , sondern des hypothetischen, von Toxoiden freien, ab- 
solut reinen Toxins neutralisiert. Bestände das Gesamtgift nur 
aus reinem Toxin, so wäre 

1 1 E = 100 B E. 

Da aber in praxi alle Diphtheriegifte Toxoide enthalten, so 
ist stets 

II E > 100 B E. 

Die Erfahrung lehrte nun, dass niemals 

1 1 E mehr als 200 d 1 

neutralisierte, sondern stets kleinere, zu 100 in einem auffällig 
einfachen Zahlenverhältnis stehenden Werte; derart, dass 1 I. E 
häufig annähernd 133 d. 1. neutralisierte; bei einem Gift hatte 
Madsen 160 gefunden. Höhere Werte sind niemals erhalten 
worden. Ehrlich nahm deshalb an, dass 200 der höchste 
Grenzwert für 1 LE. sei und dann auch experimentell zutreffen 
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wfirde, wenn das Oift nur aus reinem Toxin bestände. Bleiben 
wir also einmal bei dieser Annahme, so würde das bedeuten, dass 

1IE = 200BE 
ist. 

Wenn also bei jenem willkürlich gewählten, m*sprünglichen 
Testgift 1 LE. 100 tötliche Dosen neutralisierte, so würde dar- 
aus folgen, dass jenes Gift gerade zur Hälfte aus Toxin und 
zur anderen Hälfte aus Toxoid bestanden hat. 

Um nun andere Gifte zu analysieren, werden wir also zu- 
nächst immer wieder als Voraussetzung machen, dass 

1 1 E = 200 B E 
ist. 

Als Einheit för das Gift reicht nun der Begriff d.L nicht 
mehr aus, da er die Toxoide nicht umfasst. Wir werden also 
jetzt als neue Einheit des Bohgiftes diejenige Menge desselben 
bezeichnen, welche durch 1 B. E. des Antitoxins gebunden wird. 

Wir wiederholen also die 4 Definitionen zunächst: 

a) Einheiten des Antitoxins. 

1. 1 Immunitätseinheit, I. E., ist diejenige Menge Anti- 
toxin, welche 100 tötliche Dosen eines zufällig, willkürlich ge- 
wSMten Giftes des Ehrlich'schen Instituts seiner Zeit gerade neu- 
tralisierte. 

2. 1 Bindungseinheit, B. E., ist der 200. Teil dieser Im- 
munitätseinheit. 

b) Einheiten des Giftes. 

3. 1 tötliche Dosis, d.i., ist diejenige Menge eines Boh- 
giftes, welche 1 Meerschweinchen von 250 g in 4 Tagen tötet. 

4. 1 Gifteinheit ist diejenige Menge Gift, welche 1 B. E. 
bindet; mag nun diese Giftmenge aus Toxin oder aus Toxoid 
bestehen. 

Wenn man die Abnahme der Toxizität eines Giftes 
bei steigendem Antitoxinzusatz durch eine Kurve aus- 
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drücken wollte, so wäre diese, wenn keine Toxoide vor- 
handen wären, eine schräg verlaufende gerade Linie: 
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Die Abscisse stellt die in 200 B.E. geteilte J.E. dar, welche 
jedesmal zur L^ Dosis des Giftes zugefügt wurde; die Ordinate 
die jeweilige Toxizität des Gemisches. 

Diese ZeichnuDg würde also in Worten bedeuten: 

Wurde Lq mit B.E. Antitoxin versetzt, so enthält das Gemisch 40 dl 
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So müsste es sein, wenn die Toxizität des Giftes einfach 
proportional der zugesetzen Menge des Antitoxins abnähme. 
Das ist aber niemals in Wirklichkeit der Fall, sondern 
die Kurve hat z. B. folgenden Verlauf: 
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Diese Kurve, welche nur ein zur Demonstration supponierte»^ 
Beispiel, nicht den wirklichen genauen Ausfall einer Versuchs- 
reihe darstellen soll, sagt also aus: 
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Man kann zunächst zu L^ 50 B.E. hinzufügen, ohne dass 
die Toxizität abnimmt. Dann nimmt die Toxizität bei weiterem 
Antitoxin-Zusatz schnell ab, so dass sie schon bei Zusatz von 
150 B.E. = wird. Ein weiterer Zusatz von Antitoxin wii-d 
von dem L^, verbraucht, gebunden, ohne dass eine sichtbare 
Wirkung desselben zu Tage tritt. 

Wenn nun der Anfangsteil der Kurve besagij, dass ein 
Zusatz von Antitoxin die Toxizität des Gemisches nicht herab- 
setzt, so muss man daraus schliessen, dass in dem Gift Stoffe 
enthalten sind, welche eine grössere Avidität zum Antitoxin 
haben als das Toxin selbst, ohne giftig zu sein. Dieser Verlauf 
der Kurve ist also ein Beweis für die Existenz der Protoxoide. 

Das letzte Stück der Kurve dagegen sagt aus, dass in dem 
Gift Stoffe von sehr geringer Giftigkeit enthalten sind, welche 
eine geringere Avidität zum Antitoxin haben als das Toxin selbst. 
Es bestätigii also schon das oben bewiesene Vorhandensein von 
Epitoxoiden. 

Der mittlere Teil der Kurve müsste sich nun dadurch 
charakterisieren, dass jedesmal nach Zusatz einer B.E., durch 
welche 1 Gifteinheit gebunden wird, 1dl verschwinden müsste. 
Es verschwindet aber in der Regel durch Zusatz von 1 B.E. 
weniger als eine dl des Giftes; „dl" und „Gifteinheit" sind 
also nicht identisch. Das beweist, dass in dem Gemisch auch 
Stoffe vorhanden sind, welche eine gleiche Avidität zum Antitoxin 
haben wie das Toxin, ohne giftig zu sein. Das sind also die 
Syntoxoide. 

In dem weiteren Verlauf seiner Untersuchungen ergänzte 
Ehrlich seine Befunde noch auf folgende Weise. Wenn er 
früher sich dahin ausgesprochen hatte, dass die Toxoide durch 
allmähliche Veränderung aus den Toxinen beim Lagern des 
Giftes entstehen, so konnte er diese Behauptung nur für die 
Syn- und Protoxoide aufrecht erhalten. Dagegen konstatierte 
er, dass die Epitoxoide schon in der ganz frischen Diphtherie- 
bouillon enthalten sind. Er nahm deshalb an, dass diese nicht 
durch Zufall aus dem Toxin entstehen, sondern gleich in diesem 
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Zustand von den Diphtheriebazillen produziert werden und nannte 
sie deshalb von jetzt an im Gegensatz zu - den eigentlichen 
Toxoiden Toxone. 

Um die physiologische Wirkungsweise der Toxone zu studieren, 
braucht man zur Injektion nur ein solches Gemisch zu verwenden, 
welches, entsprechend der letzten Kurve (p. 30) bis zu dem 
Punkt 150 mit Antitoxin abgesättigt ist. Hier sind alle Pro- 
toxoide, Toxine und Syntoxoide durch Antitoxin neutralisiert, und 
nur das Toxon ist noch frei. Es zeigte sich nun, dass die Toxone 
die Eigenschaft haben, nach einer sehr langen Inkubationszeit 
Lähmungen zu erzeugen, so dass man den Toxonen auch das 
Auttreten der postdiphtheritischen Lähmungen zuschreiben muss. 

Fernerhin zeigte sich, dass beim Lagern der Gifte auch die 
Toxone allmählich verschwinden, ohne dass das Biudungsvermögen 
des Gesamtgiftes für Antitoxin abnimmt. Die Toxone sind dann 
in absolut ungiftige, aber noch bindungsfähige Stoffe umgewandelt, 
die Toxonoide, über die später v. Dungern (17) genauere An- 
gaben machte. 

Die hier gewählte Darstellungsweise mit Kurven ist übrigens 
nicht die ursprünglich von Ehrlich angewandte. Sie schien 
mir für das Verständnis aber zunächst einfacher und vor allem 
deshalb geeigneter, weil sie einen unmittelbaren Vergleich mit 
den Kurven von Arrhenius und Madsen gestattet, welche 
nunmehr folgen sollen. Ehrlich's graphische Ausdrucksweise 
für die letzte Kurve wäre folgendes „Spektrum". 



Protoxoid 



Hemitoxin 



Toxon 




200 



Der Sinn eines solchen Spektrums ist folgender. Die Basis der 
Figur ist in 200 Teile geteilt, welche den 200 B.E. der LE. 
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entsprechen. Sie sind so geordnet zu denken, dass die am 
stärksten aviden links stehen und Avidität zum Antitoxin also 
nach rechts immer mehr abnimmt. An die am meisten links 
stehenden werden sich daher die Protoxoide, an die am meisten 
rechts befindlichen die Toxone binden. Das über jedem (nicht 
einzeln mit eingezeichnetem) der 200 Teilnngsstriche errichtete 
Bechteckchen wird soweit schraffiert, als es aus Toxin besteht, 
und bleibt soweit hell, als es aus Toxoid oder Toxon besteht. 
Ist es, wie in dem mittleren Abschnitt der Figur, bis zur halben 
Höhe schraffiert, so bedeutet das, dass hier Toxin und Syntoxoid 
gemischt sind, welche, entsprechend der Gleichheit ihrer Avidität, 
in diesem Spektrum örtlich zusammenfallen. Die Zone des 
Spektrums, in der diese Erscheinung eintritt, ist die Zone des 
^Hemitoxins^^ 

2. Die Einwände von Arrhenius und Madsen gegen die Ehrlich'sche 

Theorie, besonders die der Toxone. 

Die Ehrlich'sche Theorie ist soeben in solcher Form wieder- 
gegeben worden, dass die nunmehr gegen sie erhobenen Einwände 
ohne weiteres verständlich sein werden. Wir greifen zu unserer 
Kurve zurück: 
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Wir hatten soeben gesehen, welche Deutung Ehrlich dieser 
Kurve gegeben hat. Arrhenius und Madsen (4, 5) haben nun 
diese Deutung nicht gelten lassen und ersetzen sie durch eine 
andere. 

Michaelis, Die Bindongsgesetze. 3 
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Wir betrachten zunächst nur den rechten Teil der Kurvet 
welcher an dem Punkt 50 der Abscizze beginnt Die Form 
der Kurve von hier aus ist also nach Ehrlich folgende: 



Arrhenius und Madsen behaupten nun, dass der völlige Abfall 
der Kurve auf auf dem Punkt 150 der Wirklichkeit nicht 
entspricht und dass die Kurve überhaupt nicht einen plötzlichen 
Knick macht, sondern dass diese beiden Erscheinungen durch 
Interpolation aus einer zu geringen Zahl von Einzelbeobachtungen 
hervorgetäuscht werden. Nach ihnen verläuft die Kurve stetig,, 
ohne Knick, als eine zunächst stärker, schliesslich immer schwächer 
abfallende gebogene Linie, welche die Abscizze völlig niemala 
erreicht, sondern in ihrem letzten Stück sich ihr asymptotisch 
nähert. 



Während Ehrlich aus der Kurve das Vorhandensein der Toxono 
erschlossen hatte, lesen sie aus ihr etwas ganz anderes. Sie 
erklären sie nämlich dadurch, dass das Diphtheriegift kein Toxon 
enthält, dafür aber ein so schwaches Bindungsvermögen für daa 
Antitoxin habe, dass das Massenwirkungsgesetz auf diese Bindung 
Anwendung finden muss. Das Toxin und das Antitoxin bindea 
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sich nach Arrhenins und Madsen stets nur unvollkommen bis 
zur Erreichung eines Gleichgewichtszustandes, ein Teil beider 
bleibt stets ungebunden neben einander in Lösung. Das Gesetz, 
nach welchem sich dieser Gleichgewichtszustand einstellt, ist das 
Guldberg-Waage'sche Massenwirkungsgesetz. Die Tat- 
sache, dass Toxin und Antitoxin zum Teil ungebunden neben 
einander in Lösung sind, kann man auch dadurch ausdrücken, 
dass man sagt: Die Toxin-Antitoxin-Verbindung ist in 
wässriger Lösung teilweise dissoziiert. Daher kommt es, 
dass die Neutralisierung einer bestimmten Toxinmenge nicht 
einfach proportional der zugesetzten Anütoxinmenge erfolgt, 
sondern stets hinter dem erwarteten Grade zurückbleibt, oder 
mit anderen Worten, dass die Absättigungsfigur eine Kurve von 
der oben beschriebenen Gestalt wird. Sie verglichen die Art 
und Weise, in der die Acidität einer schwachen Säure (Borsäure) 
durch steigenden Zusatz einer schwachen Base (Ammoniak) ab- 
geschwächt wird, und fanden, dass hier eine Kurve von genau 
der gleichen Gestalt zu Stande kommt. Sie fanden sogar eine 
Formel, welche die Kurve ausdrückte. Das Massenwirkungsgesetz 
in seiner allgemeinen Form war: 

c/^^'.Cg'^«' ... 



Ci ^' . Ca "' 



= K 



wo Cj, Cg . . . . die einzelnen Konzentrationen derjenigen Stoffe 
bedeutete, welche bei ihrer Einwirkung auf einander neue Stoffe 

in der Konzentration c^', C2' bildeten. Die in unserem 

Fall auf einander reagierenden Stoffe sind das Toxin und das 
Antitoxin, der neu entstehende Stoff ihre Verbindung, ihre Kon- 
zentrationen können also ausgedrückt werden, indem man ihre 
absolute Menge durch das Gesamtvolumen des Gemisches dividiert. 
Die Potenzen %, n^ und n/ wm*den empirisch bestimmt zu 1, 
1 und 2. So nahm denn die Formel schliesslich die Gestalt an: 

/Toxin^ /^Antitoxin\ ^ /Toxin-Antitoxin-VerbindungV 



iW(:- 



wo K. die Dissoziationskou staute bedeutet. 

3* 
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Diese Fonnel stellten sie ursprünglich für das Tetanolysin 
auf. In einer späteren Arbeit (51) fanden sie sie auch für das 
Diphtherietoxin anwendbar. Besondere Schwierigkeiten hatten 
sie hier, um möglichst genaue Zahlenwerte zu erhalten. Diese 
Schwierigkeit suchen sie in einer weiteren Arbeit zu überwinden 
(6). Die Bestimmung der Toxicität eines Gemisches erwies 
sich als gar nicht einfach, weil selbst möglichst gleichartig ge- 
wählte Tiere doch recht verschiedenartige Resultate mit dem 
gleichen Gemisch gaben. Sie suchten die Genauigkeit dadurch 
zu erhöhen, dass sie immer nur Mittelwerte aus einer grossen 
Reihe von Parällelversuchen benutzten. Dabei ist jedoch zu be- 
merken, dass die einzelnen Werte recht erheblich um diesen 
Mittelwert herumschwanken. Sie bestimmen hier die Toxizität 
nicht allein durch die Bestimmung der tötlichen Dosis, sondern 
auch aus den nach Grammen berechneten Gewichtsverlusten der 
Tiere, welche sie in eine empirisch gewonnene Beziehung zu der 
tötlichen Dosis setzen. 

Die Gültigkeit ihrer Formel fanden Arrhenius und Madsen 
zunächst für das Tetanoljsin (4, 5), dann Madsen für das Diph- 
therietoxin (61), Madsen und Walbum (54) für das Ricin- 
haemagglutinin in gleicher Weise. 

Es ist nun aus der Form, die das Massenwirkungsgesetz 
für eine gegebene Reaktion zeigt, mögUch, einen Schluss auf 
den Ablauf der Reaktion zu ziehen. Wenn man eine Gleichung 
der obigen Form bei einfachen kristalloiden Stoffen findet, so 
ist man aus Erwägungen der theoretischen Chemie, welche hier 
nicht näher auseinandergesetzt werden können, zu der Annahme 
berechtigt, dass 1 Molekül Toxin sich mit 1 Molekül Antitoxin 
zu 20 Molekülen der Verbindung paaili. In der Tat haben 
Arrhenius und Madsen kein Bedenken getragen, diesen Schluss 
zu ziehen, wenn sie auch aus Beobachtungen der Reaktions- 
Geschwindigkeit an einer anderen Stelle ihrer Arbeit zu einem 
völlig anderen Resultat kommen, welches uns aber hier nicht 
näher interessiert. Infolge des asymptotischen Verlaufs der Ab- 
sättigungskurve hat das Gemisch auch bei maximalem Zusatz 
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des Antitoxins seine Giftigkeit niemals völlig verloren. Diesen 
minimalen Giftmengen schreiben nun Arrhenius und Madsen 
diejenige Wirkung zu, die Ehrlich auf das Vorhandensein be- 
sonderer Stoffe der Toxone bezog. 

Für andere Bindungen fanden Arrhenius und Madsen das 
sog. Verteilungsgesetz gültig, welches dieselben Voraussetzungen 
macht wie das Massenwirkungsgesetz. Für die Bindung des Agglu- 
tinins an die Bakterien kam Arrhenius auf Grund der früher 
von Eisenberg erhaltenen Zahlenwerte zu dem Resultat, dass 
(Menge des gebundenen Agglutinins)^ tt f f 
(Menge des freien Agglutinins)'*^ ' 

woraus folgen würde, dass das Agglutinin im gebunden Zustand 
ein ^gmal so grosses Molekulargewicht hätte als im freien Zu- 
stand. Ein entsprechendes Gesetz fand Madsen für die Ricin- 
gift-Antiricin - Verbindung, während die Ricin- Agglutinin- 
Antii'icinverbindung dem obigen Gesetz mit der Potenz 2 folgen 
soll. Im übrigen werden die diesen Berechnungen zu Grunde 
liegenden Zahlen von Neißer (67) auf Grund eigener Versuche 
als viel zu unsicher bezeichnet, um die Aufstellung einer solchen 
Formel zu gestatten. 

Wir sehen also, dass Arrhenius und Madsen die Formel 
des Massenwii'kungsgesetzes anstandslos auf das Gebiet der Toxine 
übertragen und damit stillschweigend alle die Voraussetzungen 
füi* zutreffend annehmen, die wir im Anfang dieser Erörterungen 
als notwendig hingestellt haben. Freilich haben sie diese Vor- 
aussetzungen ganz stillschweigend gemacht. In ihren Arbeiten 
findet sich eine Erörterung darüber nicht, ob man überhaupt be- 
rechtigt sei, das Massenwirkungsgesetz auf dieses Gebiet anzu- 
wenden. Vor allem haben sie nicht experimentell die Reversi- 
bilität dieser Bindungen erwiesen, sondern umgekehrt nur aus 
der Form der obigen Kurven auf ihre Reversibilität geschlossen. 

Diesen Ausführungen von Arrhenius und Madsen hat sich 
Gruber (34 — 36) mit grosser Entschiedenheit und einer sehr 
heftig geführten Polemik angeschlossen. Sein experimenteller 
Beitrag zu dieser Frage ist aber gering, er erstreckt sich im 
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wesentlichen auf einige Analogieversuche, welche für die vor- 
liegende Frage kanm irgend welche Beweiskraft haben können. 



Bevor wir nun in den Erörterungen eigentlich weiter fort- 
schreiten, möchte ich zunächst zwei wichtige Einwendungen gegen 
die Arrhenius-Madsen'schen Resultate vorwegnehmen. 

Die einen sind rein technischer Natur und von Eoeppe er- 
hoben worden. Sie zeigen, dass die Vorversuche von Arrhenius 
und Madsen, in denen sie die Abnahme der haemolytischen 
Wirkung des Ammoniaks dm*ch die Borsäure studierten, zu recht 
verschiedenen Zahlenwerten fuhren müssen, je nach der Beihen- 
folge, in der man die reagierenden Stoffe zufügt. Diese rein 
technischen Einwände, mit denen wir uns im einzelnen hier nicht 
beschäftigen wollen, zeigen zunächst, wie schwierig es ist, bei 
solchen Versuchen zu so genauen Zahlen zu kommen, dass man 
sie rechnerisch verwerten könnte. 

Der andere, wichtigere, fundamentalere Einwand, den ich vor- 
weg nehmen möchte, gegen die Methodik von Arrhenius und 
Madsen ist folgender. 

Auf welche Weise bestimmt man den Gehalt eines Alkohol- 
Säuregemisches an freier Säure? Durch Titrieren mit Lauge. 
Eigentlich wird ja schon während des Titrierens durch den Zu- 
satz der Lauge das Oleichgewicht zwischen Alkohol und Säure 
gestört, so dass man falsche Besultate erhält. Aber die Beaktions- 
geschwindigkeit zwischen Alkohol und Säure ist so gering, dass 
man die während des Titrierens eintretende Verschiebung des 
Oleichgewichtes völlig vernachlässigen kann. Die Beaktionen, 
welche eine grössere Oeschwindigkeit haben, darf man mit che- 
mischen Methoden überhaupt nicht prüfen, denn jede chemische 
Beaktion in dem Oemisch verschiebt sofort das Oleichgewicht; 
nur physikalische Methoden sind anwendbar, welche nichts hinzu- 
fügen und nichts fortnehmen. 

Auf welche Weise bestimmen nun Arrhenius und Madsen 
das freie Toxin (bezw. Ricin usw.) in ihren Oemischen? Ent- 
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weder dadurch, dass sie das Gemisch einem Tiere injizieren und 
seine tötiüche Wirkung nach Tagen abwarten, oder dadurch, dass 
sie dem Gemische rote Blutkörperchen zugeben und nach Stunden 
aus der Einwirkung des Gemisches auf die Blutkörperchen auf 
die Menge des freiens Toxins einen Schluss ziehen. Dabei lassen 
sie also ganz ausser Acht, dass während ihrer Prüfung das vor- 
her eingestellt gewesene Gleichgewicht sich ja ändern muss, 
wenn überhaupt die Gesetze der physikalischen Chemie gelten 
sollen. Das Versuchstier bindet mit den Bezeptoren seiner 
empfindlichen Zellen das freie Toxin des Gemisches. Die Folge 
davon muss sein, dass der Best des Gemisches seinen Gleich- 
gewichtszustand ändert und eine neue Portion Toxin frei wird 
usw. Oder die roten Blutkörperchen binden aus dem zu prüfen- 
den Toxin- Antitoxingemisch das fi*eie Toxin. Sofort muss ja die 
übrig bleibende Toxin -Antitoxin Verbindung weiter dissoziieren! 
Kurz: die Methode der Messung des „freien" Toxins birgt 
grosse und unberechenbare Fehlerquellen in sich, welche Arr- 
henius und Madsen mit keinem Wort in Betracht gezogen 
haben. 

3. Die Bordet'sche Auffassung über Wesen der Toxone. 

Ein wesentlicher Punkt in der Diskussion zwischen Ehrlich 
und Arrhenius-Madsen ist die Frage nach der Existenz der 
Toxone. Arrhenius-Madsen bezieht die toxikologische Wirkung, 
welche Ehrlich für charakteristisch für die Toxone hält, nicht 
auf eine besondere Abart des Toxins, sondern auf geringere 
Mengen von dissoziiertem Toxin. Hiermit hat eine gewisse 
Ähnlichkeit die Auffassung, welche Borde t vertritt. Auch er 
leugnet die Existenz der Toxone. Aus der Tatsache, dass die 
Bakterien und Blutkörperchen weit mehr als die einfach lösende 
Dosis Agglutinin oder Amboceptor binden können, schliesst er 
durch Analogie, dass auch die Toxin-Antitoxin-Verbindung nicht 
einheitlicher, konstanter Beschaffenheit ist, sondern dass es ver- 
schiedene Verbindungen beider gebe. Das Toxin enthält nach 
ihm nicht nur eine, sondern mehrere baptophore Gruppen für 
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das Antitoxin. Bei ungenügendem Zusatz von Antitoxin werden 
sich dann Verbindungen von Toxin und Antitoxin bilden, welche 
weniger Antitoxin enthalten als die völlig neutralen Verbindungen. 
Solche nur partiell abgesättigten Toxinmoloküle sollen dann die 
Wirkung der Ehrlich 'sehen Toxone hervorbringen. Darin stimmt 
also diese Auffassung mit der Arrhenius'schen überein, dass 
sie die Toxone ableugnet, und von diesem Gesichtspunkt aus 
können wir sie der Arrhenius'schen in den folgenden Betrach- 
tungen ganz an die Seite setzen. 

Ganz ähnliche Anschauungen wie Bord et hat unabhängig 
von ihm Swellengrebel (73) geäussert. 

Das gleiche geben ferner Grassberger und Schattenfroh 
(33) für das Bauschbrandtoxin und Antitoxin an. Sie gehen von 
der Beobachtung aus, dass das freie Bauschbrandtoxin durch Er- 
wärmen auf 60** zerstört wird, das freie Antitoxin dagegen nicht» 
In physiologisch vollkommen neutralisierten Gemischen, sowie in 
Gemischen mit „Toxonwirkung" ist nun nach dem Erwärmen so- 
viel Antitoxin fi*ei, dass die Gemische eine beträchtliche Menge 
frisch zugesetzten Giftes binden. Neutrale Gemische binden 
z. B. nach dem Erwärmen so viel Gift, als dem 5. Teil der im 
Gemisch enthaltenen Antitoxinmenge entspricht. Bei Gemischen 
mit Überschuss von Antitoxin verschwindet beim Erwärmen um 
so weniger Toxin, je grösser der Überschuss des Toxins war. 
Noch deutlicher ist der Versuch mit Überschuss an Toxin. Aus 
einem Gemisch mit Überschuss von Toxin wird beim Erwärmen 
um so mehr Antitoxin frei, je grösser der Toxinüberschuss war. 
Es ist demnach in einem Gemisch von Toxin und Antitoxin die 
Toxin-Antitoxin- Verbindung um so beständiger, je weniger Äqui- 
valente Toxin auf ein Äquivalent Antitoxin kommen. Anderer- 
seits zeigen aber fraktionierte Absättigungsversuche (in der Kälte), 
dass beträchtliche Überschüsse von Toxin an das Antitoxin ge- 
bunden werden. Daraus schliessen Grassberger und Schatten- 
froh, dass die sowohl der Ehrlich 'sehen wie der Arrhenius- 
Madsen'schen Anschauung zu Grunde liegende Voraussetzung^ 
es binde sich immer 1 Äquivalent Toxin an 1 Äquivalent 
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Antitoxin, oder es habe wenigstens die Toxin -Antitoxin -Ver- 
bindnng immer einen konstanten Gehalt an Toxin und Anti- 
toxin, nicht berechtigt sei. Sie schliessen sich demnach der 
Bordet'schen Ansicht an, dass die Toxin-Antitoxin-Verbindnng 
eine wechselnde Zusammensetzung habe, und so leugnen die 
Autoren auch für das Bauschbrandgift das Vorhandensein be- 
sonderer Toxone und schieben die ihnen zugeschriebene Wirkung 
auf partiell abgesättigte Toxine. 

Um also in ganz kurzen Worten das Problem zu wieder- 
holen, um welches sich der Streit zwischen Ehrlich einerseits 
und Arrhenius und Madsen anderereits dreht, so ist es fol- 
gendes. Die Absättigungskurve des Toxins bei steigendem Anti- 
toxinzusatz weicht in unregelmässiger Weise von der a priori ver- 
muteten Form der geraden Linie ab. Während nun Ehrlich 
die Ursache hierfür in dem Vorhandensein der Toxone sieht, 
führen Arrhenius und Madsen diese Unregelmässigkeit allein 
auf das Massenwirkungsgesetz zurück. Die Bordet'sche Auf- 
fassung leugnet ebenfalls das Vorhandensein der Toxone, schliesst 
eich aber auch der Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes 
nicht an, indem sie die Grundlage desselben, die konstante Zu- 
sammensetzung der Toxin-Antitoxin-Verbiudung, leugnet. 

Wir haben bisher nur den zweiten Teil der Kurve von dem 
Punkte 50 der Abscisse an betrachtet. Der horizontale Verlauf 
der Absättigungskurve in ihren ersten Teilen lässt sich auf keine 
Weise anders erklären als durch die Annahme der Protoxoide. 
Ihre Existenz in alten abgelagerten Giften geben denn auch 
Arrhenius und Madsen for das Tetanolysin und das Diphtherie- 
toxin zu. In einer späteren Arbeit bemüht sich Arrhenius 
sogar, auch ihre Existenz zu leugnen. 

Wii' kehren nunmehr zu der Beti*achtung der Arbeiten an- 
derer Autoren zurück, welche zu dieser Kontroverse eine Stellung 
nehmen. Nächst der oben erwähnten mehr gelegenüich gemachten 
Beobachtung von von Dungern, dass die Präzipitinreaktion 
nur unvollkommen reversibel sei, studierte von Dungern diese 
Verhältnisse beim Diphtherietoxin genauer. Er ging dabei von 



42 Michaelis: Die Bindangsgesetze von Toxin and Antitoxin. 

einem schon vorher von Danysz (12) beobachteten Phänomen 
aus. Wenn man nämUch Diphtherietoxin und Antitoxin zusammen- 
bringt, so erhält man bei subkutaner Injektion die gleiche Wir- 
kung, ob man das Gemisch gleich nach der Mischung oder 
24 Stunden danach injiziert. Wenn man aber das Toxin nicht 
auf einmal, sondern sukzessive in einzelnen Fortionen dem Anti- 
toxin zusetzt, so tritt eine Verstärkung der Giftwirkung ein. 
Ein Gemisch von Toxin und Antitoxin, welches bei sofortigem 
Zusatz der gesamten Toxinmenge nicht nur physiologisch neutral 
wäre, sondern sogar Antitoxin im Überschass enthielte, erweist 
sich als giftig, wenn das Toxin in einzelnen Portionen nachein- 
ander zugefügt wird. Dieses sogenannte Dany sz-von Dungern- 
sche Phänomen ist nun der offenkundige Ausdruck der von 
Ehrlich behaupteten, von Arrhenius und Madsen aber be- 
strittenen komplexen Konstitution des Diphtheriegiftes. Zur Er- 
läuterung dieses Phänomens denke man sich, um einen einfachen 
Fall anzunehmen, das Gesamtgift bestände zur Hälfte aus Toxin, 
zur anderen Hälfte aus Toxon. Setzt man nun zu einer gegebenen 
Menge Antitoxin soviel Gesamtgift, dass nur das Toxin, nicht 
mehr das Toxon neutralisiert wird, so wii'kt das Gemisch nicht 
mehr tötlich, sondern hat nur noch die lähmende Toxonwirkung. 
Setzt man aber zu der gleichen Menge Antitoxin zunächst nur die 
Hälfte des Gesamtgiftes, so wird das Antitoxin sich auf das ihm 
zu Gebote stehende Toxin und Toxon verteilen und völlig ge- 
bunden werden. Setzt man nunmehr die zweite Hälfte des Toxins 
hinzu, so muss der Ausfall des Versuches unmittelbar der Aus- 
druck dafür sein, ob die Eeaktion reversibel war oder nicht. 
War sie reversibel, so muß sie jetzt durch Umlagerang zu demselben 
Besultat führen, als wenn man das Toxin auf einmal zugesetzt 
hätte. Ist sie aber inzwischen irreversibel geworden, so findet 
die zweite Fortion des Toxins kein Antitoxin mehr vor und das 
Gemisch bleibt giftig. 

Das Danysz-Dungern'sche Phänomen ist also nichts 
weiter als der Ausdruck für die Irreversibilität der 
Toxin-Antitoxin-Verbindung. Zweitens ist das Danysz- 
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Dungern'sche Phänomen ein Beweis für die Existenz 
der Toxone. 

Schon früher hatte Ehrlich die Vermutung geäussert, dass 
auch das Toxon beim Aufbewahren allmählich in eine absolut 
ungiftige, aber noch bindungsfahige Modifikation umgewandelt 
werde, welche er Toxonoid nannte. Von Dungern konnte nun 
zeigen, dass dies in älteren Diphtheriegiften in sehr grossen 
Mengen verbanden ist. Es hatte unter allen Umständen eine 
viel schwächere Avidität zum Antitoxin als das Toxon und von 
Dungern bezeichnet es deshalb als Epitoxonoid. 

Zu genau dem gleichen Resultat wie von Dungern for 
das Diphtheriegift kam Hans Sachs (72) für das Tetanolysin, 
dem blutlösenden Qifte der Tetanusbouillon. Diese Tatsache ist 
um so bedeutungsvoller, als es sich um dasselbe Material handelt, 
welches Arrhenius und Madsen gerade für die Anwendung 
des Massenwirkungsgesetzes ausbeuten wollten und weil hier die 
Giftwirkung ganz ohne den Tierkörper, im Reagenzglas an Blut- 
körperchenaufschwemmungen zur Wirkung kommt. Auch hier 
trat das Danysz-v. Dungern'sche Phänomen ein, indem ein 
Tetanolysin-Antitoxin-Gemisch bei gleicher Zusammensetzung an 
hämolytischer Kraft gewann, wenn das Tetanolysin nicht auf ein- 
mal, sondern in Portionen zugegeben wurde. Entsprechend den 
Versuchen beim Diphtherietoxin untersuchte er auch hier den 
zahlenmässigen Zusammenhang von L^ und Lf, wobei Lf die- 
jenige Menge Toxin bedeutet, welche nach Vermischung mit 
der Antitoxineinheit noch eine lösende Dosis im Überschuss 
enthält. Er bestimmte z. B. für sein Gift 

Lq = 0,3 ccm, 
L| = 0,75 ccm, 
unter der Voraussetzung, dass das gesamte Gift auf einmal zu- 
gefügt wurde. Wurde aber zunächst L ^ = 0,3 zugegeben und 
einige Zeit gewartet, so hatte das Gemisch nicht erst nach 
weiterem Zusatz von 0,45, wie man hätte erwarten sollen, sondern 
schon nach weiterem Zusatz von 0,15 den Effekt von Lf. Bei 
fraktioniertem Zusatz des Toxins war dasselbe giftiger als bei 



44 Michaelis: Die Bindungsgesetze tod Toxin und Antitoxin. 

einmaligem Zusatz. Zunächst folgt aus diesen Versuchen also, 
wie aus den v. Dungern'schen, dass auch in dem Tetano- 
lysin von abgeschwächter Giftigkeit und geringerer Avidität 
zum Antitoxin vorhanden sind. Um aber noch mehr Analogie 
zum Diphtheriegift zu gewinnen, legte Hans Sachs sich die 
Frage vor, ob diese Substanzen den Toxonen glichen, d. h. 
noch eine, wenn auch abgeschwächte Giftwirkung haben, oder 
ob sie gänzUch giftfreie Epitoxoide seien. Dies entnahm er aus 
der Differenz von Lf und L^, wenn er Lf einmal auf gewöhn- 
lichem Wege, das andere Mal fraktioniert bestimmte. Er kam 
zu dem Resultat, dass auch in dem Tetanolysin Toxone, also 
nur weniger giftdge, aber nicht völlig ungiftige Modifikationen 
des Toxins enthalten sind. 

Auf ganz andere Weise wurden die Bindungsverhältnisse von 
Diphtherietoxin und Antitoxin von Morgenroth (60, 61) studiert. 

Bei früheren Untersuchungen hatten nämlich Dreyer und 
Madsen (15) gefunden, dass L^-Gemische, welche für Meer- 
schweinchen indifferent waren, Kaninchen schnell töteten, als ob 
sie noch freies Toxin enthielten. Gemische, welche noch etwas weniger 
Antitoxin enthielten, äusserten bei Meerschweinchen Toxonwirkung, 
bei Kaninchen hatten sie die „akut« tötliche Wirkung grosser 
Toxindosen. Ehrlich erklärte dieses Verhalten damals durch 
die Annahme dreier Giftvarietäten, des Toxins, Toxons und Toxo- 
noid; das Toxin sei für beide Tierarten gleich hochgiftig, das 
Toxon für Meerschweinchen wenig giftig, für Kaninchen dagegen 
stark giftig; das Toxonoid für Meerschweinchen ganz ungiftig, 
für Kaninchen noch etwas giftig. Durch die Annahme ver- 
schiedener Empfänglichkeit der beiden Tierarten für die Gifte 
suchte damals Ehrlich den Dreyer-Madsen'schen Versuch zu 
erklären. Diesen Versuch nahm Morgenroth wieder auf und 
stellte zunächst fest, dass eine derartige prinzipielle Verschieden- 
heit in der Giftempfindlichkeit der beiden Tierarten nicht be- 
steht. Die Differenz in den Dreyer-Madsen'schen Versuchen 
beruht vielmehr nicht auf der Verschiedenheit der Tierart, 
sondern auf der Verschiedenheit der Applikationsweise. Während 
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nämlich den Kaninchen die Gemische intravenös injiziert wurden, 
erhielten die Meerschweicnhen sie subkutan. Morgenroth fand, 
dass die Gemische bei intravenöser Injektion überhaupt eine andere 
Wirkung haben als bei subkutaner, unabhängig von der Wahl 
der Tierart. Um beim Meerschweinchen in die Blutbahn In- 
jektionen machen zu können, arbeitete Morgenroth eine be- 
sondere Technik für intrakardiale Injektionen beim Meerschwein- 
chen aus. So liess sich bei einer und derselben Tierart die 
Wirkung der subkutanen und intravaskulären Injektion ver- 
gleichen, und es zeigte sich, dass ein Toxin-Antitoxin-Gemisch, 
welches nach Massgabe der subkutanen Versuche nur noch freies 
Toxon enthalten sollte, bei intravaskulärer Injektion auch beim 
Meerschweinchen die „akut" tötliche Wirkung des Toxins hat. 

Die Aufklärung dieses sonderbaren Verhaltens ergibt sich, 
wenn man die zeitlichen Verhältnisse der Bindung des Toxins 
und Antitoxins berücksichtigt. Wenn man nämüch das Gemisch 
nicht gleich frisch in die Gefässe injiziert, sondern einige Stunden 
vorher gemischt stehen lässt, so verschwinden die Differenzen der 
subkutanen und intravaskulären Wirkung. 

Die Erklärung dieses Verhaltens ist folgende. Die Bindung 
des Toxins in viti*o geschieht langsamer als man bisher annahm. 
Bei der gewöhnlichen, subkutanen Methode macht sich aber das 
nicht bemerkbar, weil aus irgend welchen, uns in ihrem Wesen 
völlig unbekannten Ursachen im subkutanen Gewebe Bedingungen 
gegeben sind, dass die Bindung katalytisch erheblich beschleunigt 
wird, während diese Beschleunigung der Bindung im Gefäassystem 
nicht stattfindet« Weil alle früheren Beobachter mit der sub- 
kutanen Methode arbeiteten, war ihnen die Langsamkeit dieser 
Bindung entgangen. Gleich nach der Zusammenmischung stellt 
also ein Toxin-Antitoxin-Gemisch noch nicht eine Bindung, 
sondern ein einfaches Gemisch dar, und erst allmählich tritt 
die Bindung ein, und zwar dann gleich in fester, irrever- 
sibler Weise. Und so ist der Morgenroth 'sehe Versuch ein 
neuer Beweis für die Irreversibilität der Toxin -Antitoxin -Ver- 
bindung geworden. 
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Welcher Art diese katalytisch beschleunigende Kraft des 
subkutanen* Gewebes nun ist, ist uns unbekannt Die Lösung 
dieser Frage ist aber, so interessant sie an sich auch ist, für 
unser Thema belanglos. 

Morgenroth dehnte seine Versuche gleichzeitig auf eine 
andere Frage aus. Arrhenius und Madsen leugnen die Existenz 
der Toxone und fuhren die lähmungserzeugende Wirkung ge- 
wisser Toxin- Antitoxin-Gemische darauf zurück, dass infolge par- 
tieller Dissoziation der Toxin-Antitoxin-Verbindung ein kleiner 
Bruchteil des Toxins in freiem Zustand vorhanden sei, und 
diesem schreiben sie die „Toxonwirkung" zu. Morgenroth 
untersuchte nun, ob es überhaupt möglich sei, durch isolierte 
Injektion einer sehr kleinen Toxinmenge die Wirkung der Toxone 
zu erhalten und fand, dass das gar nicht möglich sei. um eine 
Lähmung zu erzeugen, braucht man von dem Toxin erhebliche 
Mengen. Schon \ der tötlichen Dosis sind nicht immer mit 
Sicherheit imstande, Lähmungen zu erzeugen. Dass also eine 
minimale, durch Dissoziation freie Menge Toxin Lähmungen er- 
zeugen sollte, ist ausgeschlossen. 

Die von Morgenroth festgestellte Langsamkeit der Toxin- 
Antitoxinbindung in vitro gibt noch Anlass zu der Erwägunge 
ob nicht überhaupt jener primäre Zustand der Bindung, bei dem 
das Toxin durch Diffusion oder Filtration noch zum Teil vom 
Antitoxin trennbar ist, noch gar kein gebundener Zustand ist, 
sondern auch nur eine Mischung darstellt. Bei dieser Annahme 
würde sich dann eine Schlussfolgerung ergeben, welche die Re- 
versibilität noch weiter einschränkt; dann müssten wir überhaupt 
jsagen, dass die Toxin-Antitoxin-Verbindung gleich von 
vorne herein indissoziierbar und irreversibel ist 

Die Tatsache, dass das Tetanusantitoxin durch die Geßss- 
bahn, das Tetanustoxin durch die Nervenbahn resorbiert wird, 
benutzten Wassermann und Brück in folgendem Versuch. 
Ein physiologisch neuti-ales Toxin-Antitoxingemisch wurde Meer- 
schweinchen gleichzeitig mit etwas Adrenalin in die Hinterpfote 
injiziert. Der dadurch erzeugte Verschluss des Gefässsystems 
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bewirkte, dass das Antitoxin nicht resorbiert wurde. Wurde 
nun das frische, im Kontrollversuch ohne Adrenalin als indifferent 
befundene Gemisch injiziert, so erwies es sich infolge alleiniger 
Resorption des Toxins als giftig. Wenn aber die Flüssigkeit 
2 Stunden nach der Mischung injiziert wm'de, so zeigte sie sich 
auch im Adrenalinversuch als ungiftig; das Toxin wurde nicht 
mehr isoliert resorbiert, weil inzwischen seine Verbindung mit 
dem Antitoxin irreversibel geworden war. . 

Somit ist eine ganze Reihe von Tatsachen angeführt worden, 
welche beweisen, dass die anfangs lockere und dissoziierbare 
Toxin-Antitoxinverbindung sehr bald eine „Festigung" erfahrt, 
welche die Reversibilität aufhebt. Manches spricht sogar dafür, 
dass das erste, noch dissoziierbare Stadium der Bindung noch gar 
keine eigentliche Bindung ist, und somit die Bindung überhaupt 
als undissoziierbar zu bezeichnen wäre. Welche Folge würde 
das nun bei Anwendung des Massenwirkungsgesetzss haben? 
Nehmen wir selbst den für die Ehrlich'sche Auffassung ungün- 
stigsten Fall an, dass das Toxin und das Antitoxin nur eine 
schwache AfQnttä!t zu einander haben, so dass zunächst ein grosser 
Teil dissoziieii) in Lösung bleibt, so müsste sich, wenn man 
überhaupt das Massenwirkungsgesetz anwenden darf, 
allmählich mit dem Eintritt dieser Festigung das Gleichgewicht 
so verschieben, dass die Dissoziation immer mehr zurückgeht 
und schliesslich die Bindung komplett ist. Eine konsequente 
Anwendung des Massenwirkungsgesetzes würde also für die 
Toxin- Antitoxin-Bindung den Zustand der unvoUkonmienen Bindung 
gar nicht erklären. 

Bisher sind alle Unregelmässigkeiten der Absättigungskurven 
auf die komplexe Natur der Toxine, auf das Vorhandensein 
der Toxoide und Toxone zurückgeführt worden. Es wäre eine 
wesentliche Stütze dieser Anschauung, wenn es gelänge, nach- 
zuweisen, dass bei einem notorisch einfachen, toxoidfreien Toxin 
die Absättigungskurve in der Tat die Form einer geraden Linie 
hat. Ein solches Toxin findet sich nun auch wirklich in Form 
des Cobragiftes. Um aber diese Versuche zu verstehen, müssen 
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wir uns die Eigenschaften des Cobragiftes überhaupt vergegen- 
wärtigen, wie sie aus den Untersuchungen von Eyes (43, 44) 
und H. Sachs (45) sich ergeben haben. 

Das Cobragift enthält ein Haemolysin, welches manche 
Arten von Blutkörperchen (Meerschweinchen, Hund, Mensch, 
Kaninchen, Pferd) dii'ekt, andere (Ochs, Hammel, Ziege) erst 
nach Hinzufugung von komplettierenden Substanzen auflöst. Von 
den als Komplement funktionierenden Substanzen lässt sich nun 
in unserem Falle eine mit grosser Genauigkeit feststellen; es 
ist das Lecithin. Dieses ist in einem mehr oder weniger 
„disponiblen" Zustand im Stroma der roten Blutkörperchen ent- 
halten, und die mehr oder weniger grosse direkte Empfindlich- 
keit der Blutkörperchen gegen das Cobragift beruht zum grössten 
Teil auf dem grösseren oder geringeren Gehalt derselben an 
freiem „disponiblen" Lecithin. Nach künstlicher Zufagung von 
Lecithin löst das Cobragift alle Blutkörperchen. Das Lecithin 
spielt also dm'chaus die Bolle eines Komplements, das Cobragift 
die eines haemolytischen Amboceptors. 

Es gelang nun Kyes, die Verbindung des Cobragiftes mit 
dem Lecithin wirklich zu isolieren. Eine 1 7o ig© Cobragiftlösung 
in physiologischer Kochsalzlösung wurde mit lecithinhaltigem 
Chloroform geschüttelt und dann zentiifugiert. Die Chloroform- 
flchicht wurde abgehoben und mit Äther versetzt. Dabei bildet 
flieh ein Niederschlag, den reine Lecithin-Chloroformlösung nicht 
gibt Dieser Niederschlag wurde mit Äther gewaschen und ge- 
trocknet. Er erwies sich als die Verbindung des Cobragiftes 
mit Lecithin, als „Cobragift-Lecithid", welches nunmehr ohne 
weiteren Lecithin-Zusatz auf alle Blutkörperchen lösend wirkt 
Dagegen ist das Nervengift des Cobrasekretes in diesem Lecithid 
nicht enthalten. 

So ist denn das Cobragift-Lecithid ein der Reinigung in 
<5hemischem Sinne vorzüglich zugänglicher Körper und eignet sich 
^aher besonders, wenn es auf ein möglichst reines Gift ankommt 

Um nun die Bindungsgesetze des Cobragiftes an die Blut- 
körperchen zu studieren, muss man alle Versuche bei einem 
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gleichzeitigen grossen Überschnss an Lecithin anstellen, um zu 
verhindern, dass lecitMnfreies Gift sich an die Blutkörperchen binde, 
was sich der Beobachtung wegen Ausbleibens der Haemolyse 
entziehen würde. Solchen Versuch stellte nun Ky es an. Er gab zu 
einer gegebenen Menge Cobragift steigende Mengen Antieobra- 
Serum zu bei stetigem Überschuss von Lecithin und bestimmte die 
Abnahme der haemolytischen Kraft. Die Besultate sind so auffällig 
scharf, dass ich die Originaltabelle von Kyes wiedergeben will. 



Gemisch 


Mengen der lösen- 
den Dosen 


Abnahme der hae- 

molytischen Wirkung 

in lösenden Dosen 


I. (Gift aUein) 
n. (Gift +0,75 ccm Serum) 
m. (Gift-f- 1,5 ccm Serum) 
IV. (Gift-f 2,25 ccm Serum) 


48 90 

32 60 

16 30 

etwa 5 


16 30 
16 30 
16 26 



Es zeigt sich also, dass je 0,75 ccm Antivenin stets die gleiche 
Menge Cobragift, nämlich 16 30 lösende Dosen gebunden haben. 
Wenn wir also in der oben angegebenen Weise eine Absättigungs- 
kurve zeichnen wollten, so sähe diese folgendermassen aus: 



m8 



■a 

o 




om 



0,75 cm 2X0,75 cm 

zugefügte Semmmenge 



3x0,75 cm 



Die Absättigungskurve hat also die geforderte Form der geraden 
Linie aufs genaueste. Sobald aber ein nicht genügender Über- 
schuss von Lecithin zugefügt wurde, wich die Gestalt der Kurve 
von der der geraden Linie sofort ab. 

Michaelis, Die Bindungsgesetze. ^ 
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Daa zn diesem Versuch benutzte Antitoxin war ein durch 
Injektion von Cobragift gewonnenes Antitoxin. Andere Resultate 
erhielt Kyes nun, wenn er ein durch Injektion von Cobragift- 
lecithid gewonnenes Antitoxin benutzte. Das Besultat gibt 
Kyes in folgender Tabelle wieder: 



5 ccm Flüssigkeit, enthaltend 

0,4 ccm Gobralecithidiösung, 

-|- . . . . Immunserum 


Menden der lösen- 
den Dosen (gegen 
Ochsenblut) 


Abnahme der hae- 
molytischen Wirk- 
samkeit in lösenden 
Dosen 


I. ccm 


236 




n. 1,0 „ 


155 


81 


ffl. 2,0 „ 


92,5 


62,5 


IV. 3,0 „ 


66,6 


26 


V. 4,0 „ 


50 


16,5 



Die Abnahme der Toxizität geht hier also nicht proportional 
der zugesetzten Serummenge, sondern bleibt ständig hinter der- 
selben zurück, so dass die Absättigungskurve folgende Form er- 
halten wurde: 



250 



aoo- 



160- 



100- 



60. 



I 

1 



w V w ^ 
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Hier ist also zum ersten Male eine solche, der Abscisse sich 
asymptotisch nähernde Kurve in einem Falle bestätigt, wo die 
Anwesenheit von Toxoiden oder Toxonen, nach dem Ausfall 
jenes anderen Versuches zu urteilen, ausgeschlossen ist Daraus 
folgt, dass die Avidität des Cobragifbes zu dem auf die erste 
Weise erzeugten Antitoxin so gross ist, dass die Qift-Antitoxin- 
Verbindung nicht in merklicher Weise dissoziiert ist; dass aber 
die Avidität des Cobragiftes zu dem auf die zweite Weise er- 
zeugten Antitoxin geringer ist und die Toxin-Antitoxin-Verbindung 
daher erheblich dissoziiert ist. 

Die Arbeit von Kyes enthält noch andere, sehr interessante 
Angaben über die Modifikation dieser einfachen Verhältnisse, 
wenn man mit geringeren Mengen Lecithin arbeitet. Es tritt 
dann häufig eine Erscheinung ein, welche der „Komplement- 
ablenkung" von A. Neisser und Wechsberg (70) analog ist. 
Das vorhandene Lecithin wird nicht nur von dem an die Blut- 
körperchen gebundenen, sondern auch von dem nicht an dieselben 
gebundenen Oift absorbiert — sei es von dem ganz freien, sei es be^ 
sonders von dem an das Antitoxin gebundenen Anteil des Oifbes. 
So wird unter umständen den Blutkörperchen die zur Lösung not- 
wendige Menge Lecithin entzogen und die haemolytische Kraft 
als geringer befunden, als sie der Menge des an die Blutkörper- 
chen gebundenen Toxins entspricht. Dieser umstand kann die 
Form der Absättigungskurve scheinbar erheblich von der der 
geraden Linie entfernen. Jedoch lässt sich diese Fehlerquelle 
durch einen immer sehr reichlich bemessenen Lecithinzusatz 
stets beseitigen. 

Diese Versuche von Kyes und H. Sachs über das Cobra- 
gift^sind für uns nach zwei Seiten sehr lehrreich. Sie zeigen 
uns erstens, dass ein toxoidfi'eies Gift wirklich eine gerad- 
linige Absättigungskurve gibt, zweitens aber, dass die Ver- 
bindung eines Toxins mit seinem Antitoxin wirklich eine 
unvollkommene sein kann und dann eine Absättigungskurve 
entsteht, wie bei der Bindung einer schwachen Säure mit einer 
schwachen Base. 

4* 
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Wenn wir an dieser Stelle zunächst Halt machen und über- 
blicken, welchen Einfluss die Ärrhenius 'sehen Einwendungen denn 
bisher auf die Entwicklung der Ehrlich'schen Lehre von den 
Toxonen und Toxoiden gehabt hat, so können wir etwa folgendes 
sagen : 

Es ist in der Tat richtig, dass mitunter die Ver- 
bindung eines Toxins und Antitoxins eine unvollkom- 
mene ist. Jedoch folgt trotzdem diese Beaktion weder 
dem Massengesetz, da sie nicht vollkommen reversibel 
ist, noch ist sie imstande, die Existenz der Toxone ab- 
zuleugnen und etwas anderes zur Erklärung derjenigen 
Erscheinungen zu bieten, welche Ehrlich auf die Toxone 
schiebt. Besonders sind etwa ungebundene sehr kleine 
Mengen freien Toxins nicht imstande, die Erscheinungen 
der Toxone hervorzurufen. 

Immerhin ist es bis hierhin nur möglich gewesen, die 
Existenz der Toxone aus den physiologischen Wirkungen von 
Gemischen zu erschliessen, welche daneben stets noch Toxin 
oder auch noch Antitoxin enthielten. Es war deshalb ein 
dringender Wunsch fär eine einwandsfireie Beweisführung, einmal 
eine in physiologischem Sinne reine Toxonlösung zu erhalten, 
welche ganz frei von Toxin sei Dies ist nun van Calcar (10) 
in der Tat gelungen. Er konnte in der Diphtheriebouillon selbst 
das Toxon vom Toxin durch eine Art fraktionierter Dialyse 
trennen. Die Methode beruht darauf, dass die Colloide, wenn 
sie auch alle sehr langsam durch tierische Membranen dialysieren, 
es schliesslich doch tun, und zwar mit verschiedener Geschwindig- 
keit. Unter gewöhnlichen Bedingungen lassen die üblichen 
Membranen eiweissartige GoUoide überhaupt kaum in merklichen 
Mengen hindurch. Aber wenn die Membranen stark gespannt 
werden, so werden ihre Porenräume so erweitert, dass die 
Diffusion nun besser von statten geht, van Calcar konstruierte 
nun einen derartigen Diffusionsappai*at, dass die Dialysierbar- 
membran den Abschluss eines allseitig luftdicht geschlossenen 
Raumes bildet, der von aussen durch Aufblasen mit Luft far 



Die sekundäre Festigung der Bindung. 53 

die gaoze Daner des Versuchs unter beliebig erhöhten Druck 
gebracht werden kann. Er benutzte den Apparat nun in folgender 
Weise. Die Diphtheriebouillon wurde zunächst unter gewöhn- 
lichem Druck der Dialyse ausgesetzt. Dabei diffundierten nur 
die Salze der Bouillon, alle colloidalen Stoffe blieben zurück. 
Dann wurde der Membran eine gewisse Spannung erteilt Da 
zeigte sich, dass nach einiger Zeit die letalen Eigenschaften 
des Toxins sich in der diffundierten Portion wiederfanden, während 
die nach langer Inkubation lähmungserzeugende Eigenschaft der 
Toxone sich in dem zurückgebliebenen Teil der Flüssigkeit wieder- 
fand. Die Toxine und Toxone lassen sich also durch fraktionierte 
Diffusion trennen, indem die Toxine schneller diffundieren als 
die Toxone. Bei noch weiterer Spannung der Membran ent- 
wichen schliesslich auch die Toxone durch die Membran. Das 
Interessante an diesem Befunde ist, dass die Toxone gerade 
schwerer diffundieren als die Toxine und offenbar ein noch 
höheres Molekularvolumen haben. Es sind also jedenfalls keine 
Abbauprodukte der Toxine, wie vielleicht die Toxoide. 

Wenn es somit die Tendenz der Untersuchungen von 
Arrhenius und Madsen war, die Annahme der Ehrlich*schen 
Toxone überflüssig zu machen, so muss man nach den vorliegenden 
Untersuchungen sagen, dass ihre Untersuchungen indirekt die 
Veranlassung für eine Keihe von Arbeiten gaben, welche das 
Vorhandensein der Toxone noch deutlicher bestätigten. Ein ge- 
wisser Kern liegt den Arrhenius'schen Anschauungen schon 
zu Grunde, und um uns über diesen klar zu werden, werden 
wir unsere Stellungnahme zu seiner Ansicht durch die Beant- 
wortung von drei Fragen zu präzisieren suchen: 

1) Inwieweit sind überhaupt die physikalisch-che- 
mischen Qesetze, welche dem Massenwirkungs- 
gesetz zu Grunde liegen, auf die Verbindungen 
von Toxin und Antitoxin anwendbar? 

2) Welche Beweise gibt es für das Vorhandensein der 
Toxoide und insbesondere der Toxone? 
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3) Welche Gesetze liegen der für gewisse Fälle immer- 
hin nicht wegzuleugnenden ünvollständigkeit der 

Bindung zu Grunde? 

Bei der Beantwortung der ersten Frage kann ich mich nach 
dem Vorausgegangenen kurz fassen. Es ist schon ausführlich 
auseinandergesetzt worden, dass die physikalisch-chemischen Vor- 
aussetzungen, die die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes 
gestatten, hier nicht oder zum mindesten nicht nachweisbar ge- 
geben sind. Manchmal sind aber, wie es scheint, die Arrhenius'- 
schen Formeln geradezu durch eine nicht zutreffende Form der 
Anwendung dieser Gesetze entstanden. Nernst hat sich im 
besonderen gegen die ungenaue Anwendung eines bestimmten 
Gesetzes durch Arrhenius und Madsen ausgesprochen. Sie 
haben nämlich bei einem alten, stark toxoidhaltigen Tetanolysin 
in der Formel eine mittlere Dissoziationskonstante für das Toxoid 
und das Toxin in Becbnung gebracht, während gemäss den 
anerkannten Untersuchungen von Ostwald an Säuregemischen 
die Dissoziationskonstante sowohl des Toxins wie des Toxoids, 
jede einzeln entsprechend ihrer Grösse, hätte eingeführt werden 
müssen. Nernst weist nach, dass sich so bei richtiger An- 
wendung der Gesetze der physikalischen Chemie aus den beob- 
achteten Werken ganz andere Zahlen ergeben als die von 
Arrhenius und Madsen. 

Von grossem Interesse ist eine Diskussion über die 
Arrhenius*schen Anschauungen, an der sich namhafte Vertreter 
der physikalischen Chemie beteiligten. Im Anschluss an einen 
Vortrag von Arrhenius über seine Arbeiten (3) sprechen sich 
Biltz und Zangger gegen die Anwendbarkeit des Massen- 
wirkungsgesetzes aus, indem sie die zahlreichen Analogien der 
Adsorptionserscheinungen der CoUoide mit den Erscheinungen 
der Agglutininbindungen und den Beaktionen der Toxine und 
Antitoxine hervorheben. Bredig lässt auch die unmittelbare 
Anwendung des Massenwirkungsgesetzes nicht ohne weiteres zu, 
fuhrt aber aus, dass auch in colloidalen, heterogenen Systemen 
gewisse einfache und spezielle Formen eines scheinbaren 
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Massenwirkungsgesetzes wohl möglich seien, indem die Adsorption 
unvollkommen ist und zur Einstellung eines Gleichgewichtszu- 
standes führt. Nernst erkennt aber nicht einmal an, dass ein 
derartiges Gleichgewicht sich bei Toxin-Antitoxinbindungen über- 
haupt einstelle und hält diese Reaktionen durchaus für irrever- 
sibeL V. Dungern weist darauf hin, dass er, Sachs und 
Morgenroth, schon nach Verlauf von 2 Stunden eine irreversible 
Bindung von Toxin und Antitoxin nachgewiesen habe. Arrhenius 
will nun diese als die Folge einer „Nebenreaktion" hinstellen, 
welche nicht hindern soll, dass wenigstens für die erste Phase 
der Bindung das Massenwirkungsgesetz volle Gültigkeit habe. 
V. Dungern weist daraufhin, dass eine zeitliche scharfe Trennung 
der Reaktion in ein erstes reversibles, und ein zweites irreversibles 
Stadium nicht durchführbar sei, besonders nicht bei den sub- 
cutanen Injektionen der Gemische, wo ja die irreversible Bindung 
sofort eintrete. Diese zeitliche Trennung der Bindung in ein 
reversibles und ein irreversibles Stadium sucht auch Madsen 
durchzuführen. 

Die Beantwortung der zweiten Frage ergibt sich, wenn wir 
die einzelnen, schon erwähnten Punkte zusammenfassen, folgender- 
massen. Die Existenz der Toxoide wii'd daraus erschlossen, dass 
die Giftigkeit eines Toxins im Laufe der Zeit geringer wird, 
ohne dass gleichzeitig das Bindungsvermögen für das Antitoxin ab- 
tiimmt. Die Existenz der Toxone ergibt sich daraus, dass bei ganz 
frischen Giften Lf — L^ > 1 d 1 ist. Die Wirkung der Diphtherie- 
toxone besteht in einer Nervenlähmung. Diese Wirkung lässt 
sich durch kleine Mengen des eigentlichen Toxins nicht erzielen 
und ist daher durch die Annahme einer partiellen Dissoziation 
der Toxin-Antitoxin-Verbindung unter Verzicht auf die Annahme 
von Toxonen nicht zu erklären. 

Eine besondere Befriedigung zu Gonsten der Annahme der 
Toxoide muss es gewähren, wenn es gelingt, Toxoide auch auf 
andere Weise als durch Ablagern aus den Toxinen zu erhalten. 
Derartiges ist in der Tat bei mannigfachen Haptinen geglückt. 
So erhielt M. Jacoby durch Pepsin Verdauung aus dem Ricin 
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einen Stoff, der sein Agglutinationsyennögen gegen rote Blut- 
körperchen bis auf einen kleinen Best verloren hatte und doch 
zur Neutralisation dieses Bestes dieselbe Menge Antiricin brauchte 
wie vorher ; nach zahlreichen, sichergestellten Untersuchungen von 
Eisenberg und Volk, P. Th. Müller, Kraus und v. Pirquet, 
A. Wassermann, L. Michaelis entstehen aus den Bakterien- 
agglutininen und Eiweisspraecipitinen durch passendes Erhitzen 
Stoffe, welche keine agglutinierende bezw. praecipitierende Eigen- 
schaft mehr haben, sich aber doch noch an das reaktionsfähige 
Substrat, die Bakterien bezw. das gelöste Eiweiss, binden. Diese 
Agglutinoide bezw. Praecipitoide zeigen ihre Wirkung da- 
durch, dass sie mit den Bakterien bezw. der Eiweisslösung in 
Berührung gebracht, diese vor der Wirkung von nachträglich 
zugesetztem Agglutinin bezw. Praecipitin schützen. Ebenso wie 
beim Diphtherietoxin entstehen auch durch Ablagern Toxoide 
beim Bicin und Crotin nach Jacoby (38 — 40), wahrscheinlich 
auch beim Abrin nach Hausmann (37), beim Staphylolysin nach 
M. Neisser und Wechsberg (70). Auch aus den Komplementen 
des Normalserums werden nach Ehrlich und Morgenroth bei 
Erwärmen auf 55 ^ Komplementoide. 

Aul die dritte Frage können wir vorläufig keine unumwundene 
Antwort geben. Wir sahen, dass das Guldberg-Waage'sche 
Massenwirkungsgesetz nicht anwendbar ist; wir sahen aber, dass 
manche Erscheinungen vorhanden sind, welche eine gewisse 
Ähnlichkeit mit den Eigenschaften einfacher, reversibler Ver- 
bindungen haben, die die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes 
gestatten. Das sind: die Tatsache, dass der Agglutinin- oder 
Haemolysingehalt einer Lösung von den Bakterien bezw. Blut- 
körperchen nicht vollständig erschöpft wird; dass für manche 
Fälle frischer Bindungen eine Beversibilität bis zu einem 
gewissen Grade nicht abzuleugnen ist, wenn sie auch wohl 
niemals vollkommen ist; dass für manche Fälle (s. Cobragift) 
die ünvollständigkeit der Bindung eine Absättigungskurve hervor- 
rufen kann, wie sie bei unvollständigen, reversiblen Beaktionen 
auftritt. Welche Gesetze liegen diesen Erscheinungen nun zu 
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Oronde, wenn nicht das Ouldberg-Waage'sche Ma8senwirkimgs-> 
gesetz ? 

Zur Läuterung dieser Frage ist bisher kaum mehr als der 
Anfang gemacht worden. Es handelt sich dabei um die Gesetze 
der Bindung und Adsorption colloidal gelöster Stoffe. Es wäre 
aber noch verfrüht, diese noch in regstem Fluss befindlichen 
Untersuchungen schon jetzt vollständig wiederzugeben; noch lässt 
sich nicht überblicken, was davon für unsere Frage von Wichtig- 
keit werden wird, und was nicht. Ich möchte mich daher auf 
einige ganz kurze Bemerkungen beschränken, indem ich es für 
geeigneter halte, diese Untersuchungen nach geeigneter Zeit in 
einem besonderen Sammelreferat zusammenzustellen und darzu- 
legen, was sich aus den Untersuchungen der Bindungsgesetze 
coUoidaler Stoffe für die Toxin -Antitoxin -Bindungen ergibt. 
Deshalb übergehen wir vorläufig die hochinteressanten Unter- 
suchungen über die Ausflockung colloidaler Stoffe und ihre Be- 
ziehung der Theorie der Agglutination von Landsteiner (46), 
Biltz (7), Neisser und Friedemann (68, 69), Gengou u. a., 
und erwähnen als den bisher einzig unsere Frage direkt an- 
gehenden Befund den, dass nach Landsteiner und Jagic, 
sowie Biltz die quantitativen Verhältnisse der Agglutininbindung, 
wie sie Landsteiner und Volk beschrieben haben, in gleicher 
Weise bei der Adsorption colloidal gelöster Stoffe durch ein 
Hydrogel wiederfanden. Nach Biltz bestehen die Ähnlichkeiten 
in Folgendem. Entgegengesetzt elektrisch geladene Golloide 
flocken sich aus (z. B. Platin, Gold, Kieselsäure einerseits, Eisen- 
hydroxyd, Aluminiumhydroxyd andererseits). Ist das eine Colloid 
schon im Gelzustand vorhanden, so adsorbiert es das andere 
Colloid. Solchem Gel vergleichbar ist die tierische oder pflanz- 
liche Faser bei der Färbung, und die Blutkörperchen oder Bakterien 
bei der Agglutination, während andererseits die Agglutinine ihr 
Analogen in den Farbstoffen, oder in anderen coUoidalen Lösungen 
finden. So fanden z. B. Landsteiner und Jagiö, dass colloidal 
gelöste Kieselsäure Blutkörperchen agglutiniert. Bei der gegen- 
seitigen Ausflockung der Golloide oder ihrer Adsorption bestehen 
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nun nach Biltz ähnliche Oesetze, wie nach Eisenberg und Volk 
für die Adsorption des Agglutinins durch die Bakterien. Die 
Adsorption findet niemals in erschöpfender Weise statt, sondern 
immer bleibt ein ungebundener Best in Lösung. Ja es kann 
sogar eine Kurve der Adsorption hervorgerufen werden, welche 
ganz ähnlich derjenigen ist, wie sie nach dem Massenwirkungs- 
gesetz eintreten müsste, obwohl dieses Gesetz hier gar keine 
Anwendung finden kann. Solche Kurven zeigt Biltz für die 
Adsorption von Salzsäure durch das Hjdrogel der Zinnsäure, 
von Benzopurpurin durch fiisch gefälltes Aluminiumhydi'oxyd, 
von Molybdänblau (Mog 0«) durch Seide. Das Adsoi-ptionsver- 
mögen ist zunächst beträchtlich und nimmt mit weiter gehender 
Erschöpfung der Lösung an adsorbierbarem Stoff immer mehr 
ab, so dass niemals eine völlige Erschöpfung der Lösung an 
dem adsorbierbaren Stoff eintritt. 

Wenn wir zum Schluss die wichtigsten Ergebnisse dieser 
Erörterungen zusammenfassen wollen, so können wir folgende 
Grundsätze aufstellen: 

1) Das Grundgesetz über die Bindungsweise von Toxin und 
Antitoxin ist das Ehrlich *sche Gesetz der konstanten Proportionen, 
d. h., wenn 1 Teil Toxin durch a Teile Antitoxin neutralisiert 
vrird, so werden n Teile Toxin durch na Teile Antitoxin neu- 
tralisiert. 

Bei graphischer Darstellung hat dann die Absättigungskurve 
die Form einer schräg nach unten verlaufenden geraden Linie. 

2) Es kommen häufig Abweichungen von dieser Form der 
Kurve vor. Diese beruhen: 

a) in manchen Fällen allein darauf, dass die Bindung des 
Toxins und Antitoxins unvollständig ist; 

b) häufiger auf dem Vorhandensein von Toxoiden, Toxonen 
und Toxonoiden. 

3) Es ist nicht angängig, das Guldberg-Waage'sche 
Massenwirkungsgesetz auf die Reaktion der Toxine und Antitoxine 
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anzuwenden. Vor allem ist dieses Gesetz nicht imstande, die 
Existenz der Toxone zu widerlegen. 

4) Die wirklichen Ergänzungen zu dem Ehrlich'schen Gesetze 
der konstanten Proportionen bemhen auf einer Anwendung der 
Gesetze der gegenseitigen Bindung colloidal gelöster Stoffe. 
Diese Gesetze sind aber noch nicht genügend ausgearbeitet, um 
sie scharf formulieren zu können. 
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